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Abstrakt

Papilomaviry jsou malé DNA viry, které jsou spojovany s indukci epitelidlnich
nadord. HPV je znamy jako infekéni agens zplsobujici témét 100 % nadori cervixu, ale
muze byt téz ptivodcem karcinomt v dal§ich mistech anogenitalniho traktu ¢i nadort hlavy
a krku muzi 1 zen. Aktivni infekce HPV navozuje zmény exprese miRNA, které mohou dale
prispivat ke vzniku a progresi nadori. Je jiz zndmo, ze papilomaviry nekdduji své vlastni
virové miRNA, ale mohou ovliviiovat expresi bunéénych miRNA. V této diplomové praci
jsem u vybranych typi epitelidlnich nadord (vulvy, cervixu, anu a tonsil) urcila jejich
etiologii. Vyskyt miRNA v tkanich jsem otestovala pomoci sekvenovani nové generace. Ze
ziskanych dat jsem urcila expresni profily deregulovanych miRNA ve vztahu ke zdravé tkani
pfislusné lokalizace. Ackoli byl analyzovan dostatecny pocet vzorkl, z divodu
nepiitomnosti statisticky relevantnich diferencidlné¢ exprimovanych miRNA ve vulvarnich
nadorech pozitivnich na HPV, nebylo mozné prokazateln¢ urcit HPV-core miRNA spolecné
pro vSechny testované naddory vyvolané HPV. Mezi nadory ostatnich lokalizaci jsem nalezla
ptekryv ve tfech miRNA. Jedna z t€chto miRNA (miR-139-5p) a dale miR-9-5p, které jsem
urcila na zaklad¢ studia ostatnich publikovanych dat, byly nasledn¢ vybrané pro funkéni
testovani in vitro. U HPV pozitivnich i negativnich bunéénych linii odvozenych z nadort
hlavy a krku jsem provedla transfekci mimikujici a/nebo inhibujici miRNA a vliv transfekce
jsem ovéfila RT-qPCR. Transfekované bunécné linie budou slouzit k ovéfeni potencidlnich

cilovych gentll téchto miRNA.

Klicova slova: miRNA, papilomavirus, nadory hlavy a krku, nddory anogenitalni oblasti,
genova exprese, HPV-core miRNA



Abstract

Papillomaviruses are small DNA viruses that are associated with the induction of
epithelial tumors. HPV is an important infectious agent causing almost 100 % of cervical
tumors but it can also cause tumors in other anogenital and head and neck locations in both
men and women. Active HPV infection induces changes in miRNA expression that
contribute to the tumor formation and progression. It is already known that papillomaviruses
do not encode their own viral miRNAs but they affect the expression of cellular miRNAs. In
my thesis I have in selected epithelial tumors (vulva, cervix, anus and tonsils) determined
their etiology and analyzed the presence of miRNAs in tissues by next generation sequencing.
From these data I determined the expression profiles of deregulated miRNAs in tumors
relation to healthy tissues of corresponding location. Even though, sufficient number of
samples was analyzed, it was not possible to detect HPV-core miRNA common to all
analyzed HPV-induced tumors due to the absence of statistically relevant differentially
expressed miRNAs in HPV positive vulvar tumors. Among the tumors of the other sites I
found an overlap in three miRNAs. One of these miRNAs (miR-139-5p) and another one
(miR-9-5p) which I have selected based on the study of other published data, were used for
functional in vitro testing. In HPV positive and negative cell lines derived from head and
neck tumors I performed the transfection of mimicking and / or inhibiting miRNA and
confirmed the effect of transfection by RT-qPCR. Transfected cell lines will serve for further
testing of the potential target genes of these miRNAs.

Key words: miRNA, papillomavirus, head and neck tumors, tumors of anogenital region,

gene expression, HPV-core miRNA



Obsah

I Seznam ZKIAtEK ........eoiiiiiiiiiieie ettt et 7
2 UVttt 10
R I O 1 (S o) ¢ 1o USSP 11
4 Prehled HEETatUIY....ccoiiiieciie ettt e et e e et e e e be e e enbeeesnbeeesnseeesnseeennnes 12
4.1 Lidske papilomaviry......cccecciiieiiieeiiieeiee ettt e et naee s 12
411 KIASHIKACE ..ot 12
4.1.2  Genom a proteiny HPV ..o 13
A.1.3  ZAVONT CYKIUS ..o 15
4.1.4  Mechanismus onkogeneze papilomavirll........c.cccceeeeeeeriienieenieennieeneeseeeneenens 15
4.1.5  EpIdemiolOZIC......ccoiiiiieiieiiieiieeie ettt ettt e saa e e es 16

4.2 MIRNA ..ottt ettt ettt sttt et ea ettt 17
4.2.1  Nomenklatura MIRNA .......ccccoiiiiiiiiieeeeeee e 18
4.2.2  Biogeneze MiRNA ......c.ooiiiiiiiiie et 19

4.3  Deregulace exprese hostitelskych miRNA u HPV-asociovanych malignit............ 21
4.3.1  MiRNA u HPV asociovanych nddoril CerviXu .......c..ceeervuerienennueneenennueneens 22
4.3.2  MiRNA u HPV asociovanych nadori hlavy a krku ..........cccooeiiiniinnninins 26
4.3.3  MiRNA u vulvarnich HPV asociovanych nddortQi ..........ccccoceeveriiniincnnennns 27
4.3.4  MiRNA u anélnich HPV asociovanych nadorli..........cccoecevveniniiinienennennens 28
4.3.5 HPV-core MiIRNA......cciiii et e 29

4.4  Diagnostické a terapeutické vyuZiti miIRNA u HPV........cooiiiiiiiies 30

S5 Material @ MELOAY ...uveeeeiieeiiie et et e et e et e et e e et e e e baeeenaeeenreeenns 32
5.1  Vzorky a jejich PrPrava.......ccccecieiiieiiieiiieiieee ettt 32
5.2 Izolace nukleovych kyselin a kontrola kvality a kvantity............ccocceniiinnnnen. 33
5.2.1  Urceni délek fragmentlh DNA ........c.cooiiiiiiiieeiieeeeeee e 36

5.3 Urceni genotypu papilomavirl..........ccceeeeueeeriieeerieeeniieesieeeseeeeireesseeesseeesseeennnes 38



10

54 Detekce genu EO HPV16......ccoiiiiiiiiiiiiicee ettt 40

5.5  Prikaz aktivni infekce HPV .....cocooiiiiiiiiieeeeeeeee e 40
5.5.1  Reverzni transSKriPCe.......ccueeuieriieriieriieiieeiieeieeieeete ettt e e eseesaeeenseeens 41
5.5.2  Detekce virové mRNA E6 typu HPV16 .......cccoooiiiiiiiiiiiiee 42

5.6  Analyza expresniho profilu miRNA metodou sekvenace nové generace ............. 43

5.7  Analyza dat a statistick€ ZpracoOVANI.........c..ceevueeiiiiiiiiiieeciee e 43

5.8 BUNECNE HINIC ..ouiiiieiieieeiieieee ettt et esse e seenseennens 45
5.8.1 Bunéfné linie @ MEdIa ......coouieiiiiiiiiiieiieeiieeee e 45
5.8.2  Prace s bunécnymi Kulturami ..........cccooeoiieiiiiiiiiieniieee e 47

5.9 Izolace RNA z bun€cnych lnii......ccceeriiiiiiiiiiiiiiiiieiecce e 48

5.10 Ovéfeni exprese miRNA v bunéénych lintich ..., 49

5.11 Transfekce mimikujici/inhibujici miRNA do bunéénych linii .........cccceeenee. 51

5.12 Ovéfeni transfekce mimikujicimi/inhibujicimi miRNA ..........cocoiiiininiien, 53
VYSLRAKY ...ttt ettt ettt et et eenbeetaeenbeennaeenrean 55

6.1  Izolace nukleovych KySelin ........occviieiiiiniiiiiie e 55
6.1.1  Urceni délek fragmentlh DNA ........cccoooviiiiiiieeeeeeeeee e 59

6.2  Urceni genotypu papilomaVvirl........ccecueiercuireriuieeniieeiieeerieeeseeeesireeesneesseeesneeenns 61

6.3  Detekce genu EO HPV16......cociiiiiiiiiieee et 64

6.4  Prikaz aktivni infekce HPV .......cooiiiiiiiiieeeeee e 65

6.5 Sekvenovani nové generace — analyza a statistické zpracovani dat ...................... 68

6.6  Oveéreni exprese miRNA v bunéénych linfich..........cocoooiiiiiiiiiiis 75

6.7  Ovéfeni transfekce mimikujicimi/inhibujicimi miRNA...........cccoooiiiiiiiiiies 79
DISKUZE ...ttt st 86
SOUNITI ..ttt et et st et sbe e 92
Seznam PouZite IEETAUIY ......cccueeeiieiieeie ettt et e e 93
PIILONA ..ot I



1 Seznam zkratek

zkratka
AA

AC
ACN
AG
Ago
Akt

Alu

AU

Bio-
BSGP6+
BSGP5+

CAAP1
(C90rf82)
CCNA2
CCNB1,
CCNB2
cDNA
CIN

CN

CO;
CpG

CcT

Ct

DGCRS8

dNTPs
dsRBP
E1l-E7
E2F
E6AP
EBV
EDTA

EGFR
elF4E
elF6

EMBL

anglicky nazev
adenine, adenine

adenine, guanine

argonaute

protein kinase B

Arthrobacter luteus restriction
endonuclease

adenine, uracil

broad-spectrum primers 5°
biotinylated targeting the GP6+ region
broad-spectrum primers targeting the
GP5+ region

Caspase Activity and Apoptosis
Inhibitor

cyclin A2

cyclin B1, cyclin B2

complementary cDNA

cervical intraepithelial neoplasia
carbon dioxide

5‘— cytosine — phophate — guanine - 3*
cycle of treshold

DiGeorge syndrome chromosomal
region 8

deoxynucleotide triphosphates
double-strand RNA binding proteins
early protein1 -7

E2 factor

E6 associated protein

Epstein—Barr virus
ethylenediaminetetraacetic acid

epidermal growth factor receptor

eukaryotic initiation factor 4E
eukaryotic translation initiantion
factor 6

European Molecular Biology
Laboratory

Cesky nazev

adenin, adenin

analni karcinom

zdrava analni tkan

adenin, guanin

argonaut

protein kindza B

Arthrobacter luteus restrikéni
endonukledza

adenin, uracil

Sirokospektralni primery znaceny na 5°
konci biotinem cilici GP6+ region
Sirokospektralni primery cilici na GP5+
region

inhibitor kaspazové aktivity a apoptdzy
cyklin A2
cyklin B1, cyklin B2

komplementdrni cDNA

cervikalni intraepitelidlni neoplazie
cervikalni zdrava tkan

oxid uhlicity

5‘ - cytosin — fostat — guanin — 3¢
cervikdlni nadorova tkan

cyklus prahové hodnoty
chromozomalni region 8 DiGeorgeova
syndromu

deoxynukleotid trifosfaty

proteiny vazajici dvousroubovici RNA
Casny protein 1 -7

faktor E2

protein asociovany s E6

virus Epsteina-Barrové

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor epidermalniho rlstového
faktoru

eukaryoticky iniciacni faktor 4E
eukaryoticky faktor 6 iniciace translace

Evropska laboratof pro molekuldrni
biologii



EMEM
Exp5
FBS
FC

FF
FFPE
FN

GAPDH

GG
GOLM1
HDAC
HE

HNSCC

HOXBS8
HPRT
HPV

HR - HPV
hsa
HSPG
IDO1
IRB

kDa

kpb

KV

L1, L2
LAMB3
LCR

LR - HPV

MAP3K2

MCM?7

miRISC
miRNA
mmn
mRNA
MSH6
mTOR
NacCl
NaHzP04
Nanog
NB

Eagle’s minimim essential medium
exportin 5

fetal bovine serum

fold change

fresh frozen

formalin-fixed paraffin-embedded
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

guanine, guanine

Golgi membrane protein 1
histone deacetylase
hematoxylin-eosin

head and neck squamous cell
carcinoma

homeobox B8

hypoxantine phosphoribosyltranferase
human papillomavirus

high-risk human papillomavirus
Homo sapiens

heparin sulfate proteoglycan
indoleamine 2,3-dioxygenase 1
Ruder Boskovi¢ Institute
kilodalton

kilobase pair

late protein 1 -2

l[aminin subunit beta-3

long control region

low-risk human papillomavirus
mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 2

minichromosome maintenance
complex component 7
miRNA-induced silencing complex
microRNA

Mus musculus

messenger RNA

MutS Homolog 6

mechanistic target of rapamycin
sodium chloride

monosodium phosphate
homeobox transcription factor nanog
untransfected cells

Eagleovo minimalni zakladni médium
exportin 5

fetalni bovinni sérum

zména exprese

cerstvé mrazené

fixované formalinem zalité v parafinu
fakultni nemocnice

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

guanin, guanin

protein Golgiho membrany 1
histonova deacetylaza
hematoxylin-eosin

dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku

homeobox B8

hypoxantin fosforibosyl transferaza
lidsky papilomavirus

vysoce-rizikové lidské papilomaviry
Homo sapiens

heparin sulfat proteoglykan
indoleamin 2,3-dioxygenaza 1

Ruder Boskovi¢ Institut

kilodalton

1000 parl bazi

Kralovské Vinohrady

pozdni protein 1 - 2

lamininova podjednotka beta-3

dlouhy kontrolni region

nizce-rizikové lidské papilomaviry
mitogen aktivovanad protein kinaza kinaza
kinaza 2

komplex komponent 7 udrZujici
minichromozom

indukovany miRNA umléujici komplex
mikroRNA

Mus musculus

mediatorova RNA

MutS Homolog 6

mechanistické cilové misto rapamycinu
chlorid sodny

dihydrogenfosfore¢nan sodny
homeobox transkripcniho faktoru nanog
netransfekované buriky


https://www.irb.hr/eng
https://www.irb.hr/eng

NGS
nt
Oct4
pl6
p53

padj

pb

PC1, PC2
PCA

PCR

PI3K

pre-
mRNA
pri-
mRNA
pRb
RISC
RLB
RLC
RNU48

RPMI

RT-qPCR

SDS
SNP
Sox1

SSPE

TBE
TNM
TRBP
T
UTR
VN
VT

next generation sequencing
nucletide

POU class 5 homeobox 1
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
tumor protein p53

p-value adjusted for multiple testing

base pair

principal component 1 - 2

principal component analysis
polymerase chain reaction
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase

precursor-microRNA

primary-microRNA

retinoblastoma protein

RNA induced silencing complex
reverse line blot assay
RISC-loading complex

small nucleolar RNA, C/D box 48

Roswell Park Memorial Institute
Medium

reverse transcription quantitative PCR

sodium dodecyl sulfate
single nucleotide polymorphism
Sox1 transcription faktor

saline-sodium phosphate-EDTA

Tris - borate - EDTA
tumor-nodes-metastases
TAR RNA binding protein
untranslated region

sekvenovani nové generace

nukleotid

homeobox 1 POU tridy 5

inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2A
nadorovy protein p53

hodnota p upravena pro vicenasobné
testovani

pary bazi

hlavni komponenta 1 - 2
analyza hlavnich komponent
polymerazova retézova reakce

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza
prekurzorova mikroRNA

primarni mikroRNA

retinoblastomovy protein

RNA indukovany umlcovaci komplex
zpétna sloupcova hybridizace
RISC navazujici komplex

mala jaderna RNA, C/D box 48
médium vyvinuté v Roswell Park
Memorial Institutu

kvantitativni PCR s produktem
reverzni transripce

dodecylsiran sodny
jednonukleotidovy polymorfismus
transkripéni faktor Sox1

chlorid sodny - dihydrogenfosfore¢nan
sodny-EDTA

Tris - borat - EDTA
nadory-uzliny-metastazy

TAR RNA vazebny protein
nadorova tkan tonsil
neprekladana oblast

vulvarni zdrava tkan

vulvarnni nddorova tkan



2 Uvod

MicroRNA (miRNA) jsou nekoddujici ~22 nt dlouhé regulacni RNA, které vazi
mRNA (messenger RNA) v disledku ¢ehoz dochézi k inhibici translace a/nebo degradaci
této mRNA. MiRNA prochdzi slozitou biogenezi, kdy jsou postupné sestfihovany
z prekurzorovych sekvenci a transportovany zjadra do cytoplazmy, kde vznika
maturovana miRNA.

MiRNA reguluji az dvé tfetiny lidskych genii. Jejich aberantni exprese se objevuje
u vétSiny lidskych nédort a je spojena i s dalSimi nemocemi jako je obezita ¢i diabetes
(Xie et al., 2009; Zampetaki et al., 2010). Vzhledem k jejich malé velikosti a vyskytu
témet ve vSech télnich tekutinach se o nich uvazuje jako o vhodnych diagnostickych ¢i
terapeutickych cilech. Geny miRNA a nasledné i jejich aktivni exprese byla objevena
také u nékterych nadorovych vir (hepadnaviry, adenoviry, herpesviry a polyomaviry).
Jejich vyskyt vsak nebyl doposud prokazan u lidskych papilomaviri (HPV). Piesto
mohou tyto viry svymi onkoproteiny (E5, E6, E7) regulovat expresi bunécnych miRNA.

V nasi laboratofi se dlouhodobé zabyvame vyzkumem nédori asociovanych
s vysoce-rizikovymi papilomaviry, které zplsobuji dlazdicobunééné karcinomy
anogenitalni oblasti a hlavy a krku. Z poc¢atku byl vyzkum diferencidlni exprese miRNA
zaméteny pouze na nadory hlavy a krku, které slouzi jako model dvoji etiologie a jejich
prekryv s miRNA diferencidlné exprimovanymi u cervikalnich nadort, které jsou témet
ve 100 % vyvolany HPV. Doposud na toto téma vySly pouze dvé studie, které mezi sebou
nenasly prekryv mezi diferencialné exprimovanymi miRNA.

V mé praci jsem navdzala na studii Vojtéchové a kol. a zaméfila jsem se na
identifikaci HPV-core miRNA v nadorech asociovanych s vysoce rizikovymi

papilomaviry i v jinych anatomickych lokalizacich.
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3 Cile prace

Préce se snazi potvrdit ¢i vyvratit hypotézu: ,,Pro dlazdicobunécné karcinomy riizné
anatomické lokalizace, zplisobené aktivni infekci vysoce-rizikovym papilomavirem typu
16, existuje jedna ¢i vice spolecnych miRNA s diferencialni expresi ve srovnani se

(13

zdravou tkéni odpovidajici lokalizace.“ Takové miRNA by mohly slouzit jako
diagnostické ¢i terapeutické cile. Pokud budou takové miRNA nalezené, bude tfeba

analyzovat jejich funkci a cilové geny.
Dil¢i cile jsou:
1. Izolace celkové RNA a DNA ze souboru nadorii vulvy, cervixu a anu a ze souboru
ekvivalentnich zdravych tkani. Urceni kvality nukleovych kyselin. Urceni

etiologie nadoru.

2. Analyza expresnich profili miRNA 4 druhti nddort pozitivnich a negativnich na

HPV a pfislusnych zdravych tkani metodou sekvenovani nové generace (NGS).

3. Analyza ziskanych dat a stanoveni tzv. HPV-core miRNA, tedy miRNA

specifickych pro nadory pozitivni na HPV rtznych lokalizaci.

4. Provedeni in vitro testl na lidskych nadorovych liniich pozitivnich a negativnich

na HPV.
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4 Prehled literatury

4.1 Lidské papilomaviry

Papilomaviry jsou neobalené viry s kruhovou DNA o velikosti ~8 kpb, které se
fadi do Celedi Papillomaviridae. Maji ikosahedralni kapsidu o velikosti 55 nm. Doposud
bylo objeveno celkem 280 typti papilomavirt, které infikuji vyssi obratlovce, z nichz 198
typti napada vyhradné kiizi a slizni¢ni tkan ¢lovéka (Bzhalava et al., 2015). Virus pronika
do hostitele bezprostiednim kontaktem mechanicky naruSeného epitelu s infikovanym
jedincem. Nejcastéji k naruSeni epitelu usnadiiujicimu nasledny ptenos HPV dochézi pfti
nechranéném pohlavnim styku.

V roce 2008 se stal laureatem Nobelovy ceny v oblasti fyziologie a mediciny
profesor Harald zur Hausen za hypotézu, kterou vyslovil jiz v roce 1976. Tato hypotéza
hovofila o kausalnim spojeni HPV s karcinomem cervixu (zur Hausen 1976). O né&kolik
let pozdéji se tato teorie potvrdila izolaci DNA papilomaviri z karcinomu cervixu
(Boshartb et al., 1984). Dnes jiz vime, ze HPV je celkové zodpovédné za 30 %
nadorovych onemocnéni zpisobenych infekénimi agens a je spojovano s malignitami

nejen cervixu, ale také vulvy, vaginy, penisu, anu a orofaryngu (zur Hausen 2009).

4.1.1 Klasifikace

Celed’ Papillomaviridae se na zakladé genové homologie kapsidového proteinu
L1 (L, late) rozdéluje do 52 rodua (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Lidské
papilomaviry se fadi do péti rodl: a-papillomavirus, B-papillomavirus, y-papillomavirus,
p-papillomavirus a v-papillomavirus.

Dle genotypu papilomaviry rozdélujeme na vysoce-rizikové (HR, high risk)
a nizce-rizikové (LR, low risk). Do skupiny HR-HPV fadime 14 typt papilomavirt:
HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66 a -68, vSechny z rodu
a-papillomavirus. HR-HPV maji maligni potencidl, vyvolavaji premaligni 1éze
a karcinomy. LR-HPV vyvolavaji benigni 1éze. Distribuce genotypti HPV v populaci neni

rovnomeérna a lisi se dle geografické lokalizace, ale vyskyt HPV 16 je celosvétove témet
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HPV81
4%

dvojnésobny v porovnani s jinymi typy HPV (Obr. 1) (Clifford et al., 2005;
Serrano et al., 2015). Mezi nejéastéji se vyskytujici HR-HPV patti HPV-16, -18, -31,
-33, -45, u LR-HPV to jsou HPV-6 a -11.

Jizni Amerika (721 infekci) Evropa (294 infekci)
X X
3% HPV16 7% HPV16

15%

jiné typy
LR-HPV

23% 5% jiné typy
LR-HPV
HPV31 22%

HPV35 HPV81 HPV31
b % 9%
HPV42 3 e
5% HPV4S5 HPV42 ey
6 5% NIV
3%
jiné typy \-HWS2 jiné typy \ HPV35
HR-HPV 4% HR-HPV  poveg 4%
139 HPV58 HPVS6 8% a6 HPVS6HPVS2| Lo
7% 4% 4% 2% 4%
Obr. 1 Procentualni rozloZeni vyskytu HPV v Jizni Americe a Evropé

(pfevzato a upraveno Clifford et al., 2005).

4.1.2 Genom a proteiny HPV

Dvouvlaknovy kruhovy DNA genom papilomavirh je rozdélen na tfi oblasti: na
oblast ¢asnych genti (E, early), oblast pozdnich genii (L, late) a nekodujici oblast (LCR,
long control region) (Obr. 2).

Mezi pozdni geny patii kapsidové proteiny L1 a L2. L1 je hlavni protein na
povrchu virové kapsidy o velikosti 55 kDa. Minoritni protein L2 o velikosti 64 — 78 kDa
je nezbytny pro vstup viru do buriky a sestaveni virové kapsidy. Oba tyto proteiny jsou
produkovany v hornich vrstvach epitelu, kde jsou keratinocyty terminalné diferencované.

Nekodujici oblast LCR lezi mezi otevienym ¢tecim ramcem L1 a E6. Obsahuje
pocatek replikace a kontroluje replikaci a transkripci genomu.

Casné proteiny E1, E2, ES, E6 a E7 jsou pfepisovany krétce po infekci. Vyjimkou
je protein E4, ktery je ptepisovan spolu s pozdnimi geny a piispiva k uvolnéni virové
Castice z bunky. Vznika ve svrchnich vrstvach epitelu a rozklada vldkna cytokeratinu.

Protein E1 zastava funkci helikazy, spolu s proteinem E2 tvofi komplex a napomahaji
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replikaci virového genomu. Virovy protein ES je membranové vazany onkoprotein, ktery
tvoii kanal viroporin, dilezity pro udrzeni homeostaze, také se vyznamné podili na
proliferaci buniky a inhibici imunitni odpovédi (Zhang et al., 2003). Proteiny E6 a E7 jsou
hlavnimi onkoproteiny papilomavirti, dale se jim vénuji v podkapitole Mechanismus

virové onkogeneze.

nekédujici oblast (LCR) ~  EB6

~/
Ps7 &Er

| |[E1

Obr. 2 Kruhovy dsDNA genom papilomaviru HPV16 (pfevzato a upraveno Kajitani et al., 2012%).
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4.1.3 Zivotni cyklus

Papilomaviry infikuji vyhradné epitely kozni ¢i slizni¢ni. Virova ¢éstice pronika
naruSenym epitelem k bazalni membrané, kde se vyskytuji mitoticky aktivni bunky.
Kapsidovy protein L1 interaguje s proteoglykany heparansulfatového receptoru (HSPG,
heparin sulfate proteoglycan) plazmatické membrany téchto bunck, a tim dochdzi ke
konformacéni zméné kapsidy (Giroglou ef al., 2001). Na povrch je vystaven protein L2,
jehoz N-koncova doména je Stépena furinem, coz vede k druhé konformacni zméné¢, diky
které se virus vaze sreceptory plazmatické membrany bazalni vrstvy epitelu
a endocytdzou vstupuje do bunky (Kines et al., 2009). Ve vzniklém endozomu se snizuje
pH a virova kapsida se postupné rozpada. Zatimco protein L1 podléhé degradaci, protein
L2 tvofi komplex s cirkularni DNA papilomaviru a cili ji do bunécéného jadra
(Marusic et al., 2012). Virus k replikaci vyuziva €asné proteiny E1 a E2, které tvofi
komplex s hostitelskym transkripénim aparatem. Genom HPV mize v bunécném jadie
perzistovat ve formé extrachromozomadlniho epizomu, nebo se integrovat do
hostitelského genomu. Integrace viru je castéjs§i u zhoubnych nadorG vyvolanymi
papilomaviry nez u premalignich stadii, ale jeji frekvence se li§i v zavislosti na
anatomické lokalizaci nadoru a typu HPV (Hu et al., 2015%; Gao et al., 2019).
Transkripce pozdnich genti probiha az ve svrchnich vrstvach epitelu, kde také dochazi

k produkei infekénich viriont a nasledné degradaci buiiky.

4.1.4 Mechanismus onkogeneze papilomavird

Béhem diferenciace bunék epitelu se postupné zvySuje pocet virovych kopii
v cytoplazmé. Vzhledem k tomu, Ze virus je zavisly na replikaénim aparatu hostitele,
manipuluje bunku do S faze bunécného cyklu, k cemuz vyuziva vlastni ¢asné proteiny E6
aE7.

Na C-koncové doméné proteinu E6 se nachdzi PDZ vazebnd doména, kterou
onkoprotein vaze a nasledné degraduje proteiny s PDZ doménou, jenz se podileji na

udrzeni integrity buné€k a regulaci signdlnich drah. Dale interaguje s tumor-supresorovym
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transkripcnim faktorem p53 a spousti jeho degradaci. E6 také aktivuje transkripci c-myc
genu a genu pro telomerdzu, coz vede k abnormalnimu ptezivani bunék.

Onkoprotein E7 vaze retinoblastomovy protein (pRb, retinoblastoma protein),
ktery je nasledné fosforylovan a uvolnuje transkripéni faktor E2F, jenz se podili na
ptechodu bunééného cyklu do S faze ¢i pfimo interaguje s histonovymi deacetyldzami
(HDAC, histone deacetylase). Nékteré studie téz prokazaly vliv proteinu E7 na
destabilizaci dvousroubovice DNA (Wook et al., 2014).

Neméné vyznamnym onkoproteinem je E5, ktery zvySuje jak aktivitu EGFR
(epidermal growth factor receptor) drahy, tak imortalizacni potencidl E6 a E7 proteint
v infikovanych keratinocytech. Jeho aktivita se ztraci pfi integraci virového genomu do
hostitelské DNA, proto hraje dualezitou roli v pocateénich stadiich infekce
(Wasson et al., 2017).

Az u60 % zhoubnych nadorti cervixu zpisobenych papilomaviry byl
v hostitelském genomu nalezen integrovany genom HPV (Vinokurova et al., 2008).
K integraci nejcast¢ji dochéazi v oblasti £2 genu, ktery tak ztraci svou regulacni funkci
a v dtsledku toho se zvysuje transkripce E£6 a E7 onkogenil. K integraci viru dochazi ve
fragilnich a/nebo transkripéné aktivnich mistech bez chromozomalni preference
(Jeon et al., 1995). Nadorova transformace vSak nemusi byt vzdy zéavislda na
onkoproteinech. HPV se mize ndhodné v¢lenit do hostitelského genomu a zpisobit
mezichromozomalni ptestavby, které vedou ke sniZzené expresi tumor-supresorovych

gent Ci zvySené expresi bunéénych onkogeni (Parfenov et al., 2014).

4.1.5 Epidemiologie

Jak jiz bylo fec¢eno, papilomaviry zpisobuji nadory dlazdicovych bunék cervixu,
vulvy, vaginy, penisu, anu a orofaryngu. Nejvyznamnéjsi je ptisobeni HPV v nadorech
cervixu, kde je témeft az 100 % karcinomil pozitivnich na HPV (Walboomers ef al., 1999).
Kazdym rokem piibyva az 530 000 novych piipadii nadort cervixu, avSak vice jak dvé
tretiny se objevuji v méné rozvinutych zemich (de Martel et al., 2017).

V anogenitalni oblasti je nejfrekventovanéjsi vyskyt andlniho karcinomu,

u kterého byl virus HPV nalezen téméf v 90 % nadorti a je zastoupen rovnomérné mezi
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lokalizaci vulva, vyskyt HPV se prokazal pouze u 25 % nadort (de Martel ef al., 2017).

Nadory orofaryngu jsou dalsi oblasti, kde byla prokdzdna kauzalni spojitost
s HPV infekci. Vyskyt HPV byl potvrzen u31 % nadorti. Na rozdil od cervixu, je
pfitomnost karcinomi orofaryngu pozitivnich na HPV vys$si ve vyspélych zemich

Prevalence nadort cervixu, anu a vulvy pozitivnich na HPV, v Ceské republice se
od svétové populace mirné 1i8i. U nadort cervixu bylo prokdzano 95 % ptipadi
pozitivnich na HPV, karcinomy anu byly pozitivni na HPV v 82 % ptipadt a ve 35 %
vulvarnich karcinomi byl také prokazan vyskyt HPV (Tachezy et al., 2011). Prevalence
nadortl orofaryngu pozitivnich na HPV se v Ceské republice pohybuje okolo 60 %
(Koslabova et al., 2013).

V roce 2006 byla na trh uvedena prvni tetravalentni vakcina proti HPV-6, -11,
-16, -18 (Siddiqui et al., 2006), v roce 2007 bivalentni vakcina proti HPV-16, -18.
Devitivalentni vakcina je dostupna od roku 2014 a chréani proti HPV-6, -11, -16, -18, -31,
-33, -45, -52 a -58. VSechny vakciny jsou zaloZeny na vzniku pentamerii L1 proteinu
produkovaného v rekombinantnich systémech. Ty pak spontanné agreguji do viru

podobnych ¢astic.

4.2 MiIiRNA

MiRNA jsou ~22 nukleotidi dlouhé nekodujici jednotetézcové RNA, které se vazi
ke komplementarnim tisekim mRNA, a tim reguluji genovou expresi. MiRNA se podileji
na mnoha bunéénych procesech jako je proliferace, apoptodza ¢i diferenciace bunck. Dnes
je znamo 38 589 prekurzori miRNA a 48 885 maturovanych miRNA, z ¢ehoz je 2 654
miRNA lidskych (www.mirbase.org, fijjen 2018). Kazd4 z téchto miRNA miiZe regulovat
translaci z nékolika rtiznych mRNA, stejné¢ jako translace z jedné mRNA miize byt
regulovana riznymi miRNA. Aberantni exprese miRNA byla objevena u mnohych

chorob od obezity az po nadory (Xie et al., 2009; Au Yeung et al., 2011).
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Také nékteré onkogenni DNA viry koduji vlastni miRNA. Tyto miRNA prochézi
shodnou biogenezi jako bunéénd miRNA. Exprese vlastnich miRNA byla objevena
u hepadnavirt, herpesvirti, polyomavirti a adenoviri. U papilomaviri nebyly nalezeny
zadné virové miRNA, piesto papilomaviry dokazi svymi proteiny deregulovat expresi
bunéénych miRNA a ménit tak vlastnosti bunky (Martinez et al., 2008;
Wang et al., 2009).

Je velmi nepravdépodobné, ze by exprese virovych miRNA probihala u RNA virt,
diky jejich replikaci v cytoplazmé. Rozdil miizeme pozorovat u retrovirt, jejichZ RNA je
prepisovana reverzni transkriptazou na DNA a transportovana do jadra, i presto je vSak
exprese jejich vlastnich miRNA stile kontroverzni téma a neni zcela potvrzena

(Bernard et al., 2014).

4.2.1 Nomenklatura miRNA

Od prvniho objevu miRNA jako regulacni sekvence ubéhlo jiz témét 30 let
(Lee et al., 1993) a od té¢ doby se postupné vyviji také nomenklatura miRNA, stava se
postupn¢ piehlednéjsi a zohlednuje evoluc¢ni a fylogenetické aspekty.

Prvni miRNA, kterd byla pojmenovana lin-4, byla pozorovana u ZivocisSného
druhu Caenorhabditis elegans, kde se ukazalo, Ze kontroluje larvalni vyvoj inhibici
mRNA genu /in-14 (Lee et al., 1993). Tato miRNA, stejné¢ jako miRNA let-7, si
z historického hlediska zachovala tento typ pojmenovani.

Dnes jiz vime, Ze samotna miRNA prochéazi nékolika stadii sestfihu, a proto mame
odli$nd pojmenovani pro prekurzorovou vlasenku ,,mir* a maturovanou miRNA ,, miR*,
za které se nasledné pridava identifikacni ¢islo, napt. ,,miR-21%. V databazich miRNA se
pfed samotny nazev pridava tfipismenna zkratka urcujici ZivoCiSny druh tedy napf.
,hsa-miR-21 (Homo sapiens) ¢t mmu-miR-105 (Mus musculus). Pokud jsou maturované
sekvence miRNA evolu¢né piibuzné a lisi se pouze v jednom nebo dvou nukleotidech,
fadi se do jedné rodiny a vzajemné se odliSuji pismenem za identifika¢nim cislem
,»hsa-miR-199a%, | hsa-miR-199b*. Miuze se také stat, ze dva rtizné genové lokusy
produkuji identickou miRNA, v tomto piipadé miRNA rozdélujeme koneCnym cCislem
»hsa-miR-199a-1* a ,,hsa-miR-199a-2*. Prekurzorova vlasenka se v pribéhu biogeneze

Stépi na dvé protilehlé miRNA, z nichZ miiZze jedna byt degradovana ¢i obé zachovany.
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Diive se pouzivalo znaceni ,,hsa-miR-124* pro funkéni maturovanou miRNA vznikajici
z tzv. dominantniho ramene pre-miRNA. Pro miRNA z druhého ramene vlasenky, bylo
pouzité oznaceni ,,hsa-miR-124*%, tato miRNA byla povazovana za nefunk¢ni. Pozdé&;ji
se vSak ukazalo, ze funkéni maturované miRNA mohou vznikat z obou ramen
pre-miRNA, proto se zacalo pouzivat oznaceni ,hsa-miR-9-5p* a ,,hsa-miR-9-3p*.

(www.mirbase.org).

4.2.2 Biogeneze miRNA

Geny kodujici miRNA se nachazeji jak v intronech, tak v exonech gent
nekodujicich proteiny a také byly nalezeny v intronech gent kodujicich proteiny
(Rodriguez et al., 2004). MiRNA mohou byt pfepisovany jako monocistronni ¢i
polycistronni transkript, ktery je dlouhy i nékolik stovek nukleotidli a oznacujeme jej jako
primarni miRNA (pri-miRNA). Samotny piepis pri-miRNA zajistuje RNA polymeraza
IT (Lee et al., 2004), pokud je vSak miRNA kddovana v repetitivni Alu sekvenci,
transkripci genu zajiStuje RNA polymerdza III (Borchert ef al., 2006). Pri-miRNA
zustava v jadre bunky, kde se na ni vaze komplex proteinti zvany mikroprocesor (Obr. 3),
jenz se sklada z RNA III endonukleazy Drosha, proteinu DGCRS8 (DiGeorge syndrome
chromosomal region 8), proteini vazajicich dvousroubovici RNA (dsRBP; double-strand
RNA binding proteins) a pomocnych faktortt DDX5 a p72. Mikroprocesor zajistuje
Stépeni pri-miRNA na ~70 nukleotidi dlouhou prekurzorovou miRNA (pre-miRNA), ta
je nasledné Exportinem 5 (Exp5) s kofaktorem Ran pfenesena z jadra do cytoplazmy, kde
se na ni vdzi TAR RNA vazebné proteiny (TRBP; TAR RNA binding protein) a RNaza
miRNA/miRNA* duplex (Obr. 3) (Yi et al., 2003; Han et al., 2004). Na duplex se vaze
komplex RISC (RNA induced silencing complex) navazujici komplex (RLC, RISC-
loading complex), jehoZz soucasti jsou proteiny Argonaut (Ago) s endonukledzovou

aktivitou. VIakno miRNA v komplexu s RISC je zachovano a vznikd miRNA-RISC

19



(miRISC) umlcujici komplex, ktery reaguje s komplementdrnim usekem mRNA

(Gregory et al., 2005).

pri-miRNA transkripce

maturované sekvence
1—- |-> miRNA

monocistronni polycistronni z |ntronu

\
1 pre-miRNA

pri-miRNA | 5 p
OH 3’

DGCR8 2 nt presah
b sestfih
rosha ik
mikroprocesorem ExpS
v 3’

jédro jaderny export
cytoplazma
RISC AGO zpracovani
3 Dicerem
@ navazani Q
RISC
TRBP
—
Q // @» Dicer
miRNA
duplex

dbr. 3 Biogeneze miRNA (pifevzato a upraveno Treiber ef al., 2019%)

MiRNA v zivo€i$nych buiikdch vyuziva k vazbé na komplementarni mRNA tzv.
jadrovou (angl. seed) sekvenci. Je to Gsek mezi druhym a sedmym nukleotidem na 5°
konci miRNA, ktery se nejcastéji vaZe na 3 neptekladanou oblast (3‘UTR; 3 ‘untranslated
region) mRNA. V této ¢asti mRNA je inhibice translace nejucinnéjsi, pokud se zde
vyskytuji konzervované sekvence ¢i AU bohaté Useky, efektivita inhibice se zvySuje.
Mén¢ castd je vazba miRNA do5’UTR nebo otevien¢ho cteciho ramce
(Qrom et al., 2008; Bartel, 2009*).

Komplex miRISC mlze cilovou mRNA degradovat pifenesenim do

multivezikularnich P-télisek ¢i pouze inhibovat translaci. Umlceni translace probiha
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transla¢nimi faktory jako je eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E) ¢i komplex elF6/60S
(eukaryotic translation initiantion factor 6), jejichz vyvazani zamezuje slozeni ribozomil.
Muze také dojit k interakci miRISC s 5 ¢epickou, coz vede ke vzniku konformace
mRNA nevhodné pro translaci (Chendrimada et al., 2007; Mathonnet et al., 2007).
Inhibice mtze probihat také v elongac¢ni fazi translace, kdy dochazi za ptisobeni miRISC

k rozpadu polyribozomu (Petersen et al., 2006).

4.3 Deregulace exprese hostitelskych miRNA u HPV-asociovanych

malignit

Dnes je znamo, ze az 60 % lidskych gent je regulovano pomoci miRNA
(Friedman et al., 2009). Zména jejich exprese miize vést ke vzniku nékterych onemocnéni
véetné malignit. O miRNA se uvaZuje jako o potencialnich biomarkerech rakoviny,
napiiklad snizena exprese miR-15 a miR-16 je charakteristickd pro onemocnéni
chronickou lymfocytarni leukémii (Calin et al., 2002). Mnozstvi miRNA a specifita
expresnich profili se vSak lisi v zavislosti na anatomické lokalizaci, typu tkdn€ a jejim
nadorovém charakteru. Nékteré miRNA, jako je rodina miR-29, podporuji naddorové
bujeni v karcinomech prsu, av§ak v nadorech plic maji opacné, tedy tumor-supresivni
ucinky (Gebeshuber et al., 2009). Stejny fenomén mizeme vidét u miR-23b, jejiz ztrata
vede u rendlniho karcinomu ke sniZené invazivité bunék, naopak u karcinomu mocového
meéchyfte snizeni jeji exprese vede ke zvySeni migracni aktivity bun¢k (Zaman et al., 2012;
Majid et al., 2013).

K deregulaci exprese miRNA muiZe dochazet nékolika riznymi mechanismy,
jednim znich je jednonukleotidovy polymorfismus (SNP, single nucleotide
polymorphism), ktery mize byt lokalizovan v samotné jadrové sekvenci genu pro
miRNA, pri-miRNA, pre-miRNA ¢i maturované miRNA. Zména nukleotidu mize nastat
také v upstream a downstream regulacnich regionech gentit miRNA (Pipan et al., 2015%).
SNP se nemusi vyskytovat jen v genech miRNA, ale mohou se také nachazet v jejich
cilovém vazebném misté (Chin et al., 2009). Stejn¢ tak miize dochazet k delecim n¢kolika

part bazi, které zasahuji do gent miRNA ¢i jejich cilovych sekvenci (Calin et al., 2002).
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Epigenetické modifikace jsou dal$im mechanismem sniZzeni exprese gent
kodujicich miRNA. Jedna se piedevsim o DNA metylaci CpG (cytosin-fostat-guanin)
ostravki
a modifikaci histonti. N¢které geny pro miRNA mohou byt epigeneticky umlc¢ovany
u fady nadord nebo jen u nadort urcité anatomické lokalizace. Naptiklad snizend exprese
(Lim et al., 2009). Dalsim piikladem je miR-34, kterd je ve vSech zdravych bunkach
exprimovana, ale v nadorovych buikach je jeji exprese uml¢ena DNA metylaci. Tato
miRNA ma tumor-supresivni charakter a patii mezi slibné terapeutické cile
(Strmsek et al., 2014).

K aberantni expresi miRNA muze dojit také pfi samotné biogenezi, v disledku
sekvencni zmény v genech sestfihovych aparatii (Drosha a Dicer), ¢i poskozenim genli
kédujicich miRNA, které reguluji $tépna mista aparati. Nasledné dochazi ke zméné
rychlosti $tépeni vlasenek a S$tépného vzorce a k Castéjsi chybovosti aparati
(Rakheja et al., 2014; Rupaimoole et al., 2016).

Papilomaviry nekoduji své vlastni miRNA, dokézi v§ak svymi proteiny ovlivnit
miRNA hostitelské bunky. Geny miRNA jsou ¢asto cilem transkripénich faktorti c-myc,
p53 a E2F, které jsou regulovany virovymi proteiny E6 a E7. Napftiklad faktor c-myc
indukuje expresi miR-7 a naopak snizuje expresi miR-34a a miR-146a
(Chang et al., 2009). Tumor-supresorovy protein p53, ktery je degradovan proteinem E6,
zastava funkci transkripéniho faktoru pro miR-34a, miR-26a a miR-23a. Mnozstvi téchto

miRNA v ptitomnosti viru klesa (Chang et al., 2009).

4.3.1 MiRNA u HPV asociovanych nadorl cervixu

Nédory cervixu (hrdla d€loZniho) patfi mezi nejstudovangj$i typ karcinomi
zpusobenych papilomaviry. Téméf stoprocentni HPV pozitivita, stdle vysoké incidence
a existence dobfe diagnostikovatelnych premalignich stddii z téchto nadortt vytvari
idedlni model pro studium kancerogeneze vyvolané t€émito viry, a tedy i1 pro studium
ucasti miRNA v procesu malignizace.

Studie ukdzaly, Ze expresni profil miRNA se méni se zdvaznosti onemocnéni (od

premalignich 1ézi stadia 1 az 3 k invazivnim karcinomtim). Dosud se vSak nepodafilo
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identifikovat panel miRNA, ktery by byl pro tento typ nadort klinicky vyuZitelny.
Diivodem je maly piekryv v nalezenych diferencidlné exprimovanych miRNA mezi
studiemi a také to, ze fada z identifikovanych miRNA neni specificka pouze pro tento typ
HPV asociovaného nadoru (Obr. 4) (Li et al., 2010; Gocze et al., 2015;
Ribeiro et al., 2015), napt. miR-21 a miR-34 (Volinia et al., 2005; Yao et al., 2012;
Strmsek et al., 2014; Gocze et al., 2015). Ptesto bylo v n¢kolika nezavislych studiich
shodné¢ identifikovano nékolik diferencidlné exprimovanych miRNA specifickych pro
nadory této anatomické lokalizace a tyto miRNA by mohly mit vyznam jako potencialni
biomarkery tohoto onemocnéni, ale je tfeba v dalSim vyzkumu ovéfit predevsim jejich
funkeci a cilové geny (Tab. 1).

Regulace bunéénych miRNA v nddorech zplsobenych papilomavirou infekci,
vlivem onkoproteini E6, E7 a ES byla prokazéana v fadé studii. Martinez a kol ukazal, ze
protein E6 snizuje transkripci miR-218, v disledku ¢ehoz dochézi k expresi onkogenu
LAMB3 (laminin subunit beta-3) (Martinez et al., 2008). Protein E6 dale snizuje expresi
napt. miR-34a a miR-23b, které plisobi v buiikdch tumor-supresivné a jejich degradace
vede ke zvySeni proliferace a motility bun¢k (Wang ef al., 2009; Au Yeung et al., 2011).
Naopak exprese onkogenni miR-27b je pozitivné regulovana pisobenim onkoproteinu E7
(Au Yeung et al., 2011). Casny onkoprotein E5 inhibuje tumor-supresorovou miR-196a,
jejiz cilem je faktor HOXBS8 (homeobox BS8), ktery podporuje proliferaci bun&k

a zabranuje apoptdze (Liu et al., 2015).
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Tab. 1 Prehled nejfrekventovanéjSich diferencialné exprimovanych miRNA u cervikalniho

karcinomu.

Zvysena exprese miRNA SniZzena exprese miRNA
miR-106a |(Yanglietal., 2011) [miR-218 (Zeng et al., 2015)
miR-10a (Cheungetal., 2012) }lmiR-100 (Yang Lietal., 2011)
miR-146a | (Liu et al., 2014) miR-125b (Wilting et al., 2013)
miR-155 (Wilting et al., 2013) jlmiR-145 (Yang Lietal., 2011)
miR-15b (Zeng et al., 2015) miR-195 (Yang Lietal., 2011)
miR-185 (Yang Lietal., 2011) }lmiR-203 (Gocze et al., 2015)
miR-20a (Liu et al., 2015) miR-23b (Au Yeung et al., 2011)
miR-20b (Yang Lietal., 2011) JmiR-29a (Yang Lietal., 2011)
miR-21 (Zeng et al., 2015) miR-342-3p (Lietal., 2014)
miR-25 (Wilting et al., 2013) [|miR-34a (Gocze et al., 2015)
miR-31 (Zzeng et al., 2015) I miR-375 (Yang Lietal., 2011)
miR-9 (Zeng et al., 2015) I miR-424 (Yang Lietal., 2011)
miR-92a (Yang Lietal., 2011) I miR-497 (Wilting et al., 2013)
miR-92b (Yang Lietal., 2011) I miR-99a (Yang Lietal., 2011)

U nékterych genli pro miRNA byly identifikované SNP, které sniZzuji riziko
vzniku cervikalniho karcinomu. Je to napiiklad polymorfismus rs11134527 pri-miR-218,
kde genotyp GG snizuje riziko vzniku karcinomu na rozdil od genotypu AA nebo AG
(Zhou et al., 2010; Shi et al., 2013). Stejné tak polymorfismus rs531564 (C>G) miR-124

je spojovan s redukci rizika cervikalniho karcinomu (Wu & Zhang, 2014).
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Obr. 4 Zména exprese miRNA v zavislosti na stadiu HPV 1ézi
(ptevzato a upraveno Pardini et al., 2018%).
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4.3.2 MIRNA u HPV asociovanych nadoru hlavy a krku

Spinocelularni nadory hlavy a krku (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) jsou celosvétové Sestym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim
(Parkin et al., 2002). Po diagnoze se vice nez péti let doziva pouze 50 % pacientl.
Nejcastéjsim diavodem Spatné progndzy byva pozdni faze identifikace onemocnéni
(Fakhry et al., 2019). Kauzalni pfic¢inou téchto nadorti je nadmérné uzivani tabdkovych
¢i alkoholickych vyrobka nebo papilomavirova infekce. Mezi naddory hlavy a krku patfi
nejcastéji karcinomy dlazdicovych bunék ustni dutiny, hltanu a hrtanu. Pacienti s HNSCC
pozitivnimi na HPV maji lepsi progndzu nez ti s nadory této oblasti negativni na HPV.
Odlisnosti nddort HNSCC rGzné etiologie vedly pak ke zméné klasifikace
orofaryngealnich nadort, kde je nyni jiz zohlednény i HPV status (8. vydani TNM
(tumor-nodes-metastases)) (O'Sullivan et al., 2016). Pravé z divodu lepsi progndzy
pacienti s HPV asociovanymi karcinomy se intenzivn€ hledaji nové diagnostické
a terapeutické cile, jako jsou napt. miRNA.

Avsak jesté vyrazngji, nez u karcinomu cervixu jsou studie analyzujici expresni
profily miRNA u nadord hlavy a krku velmi diskrepantni, detekované diferencidlné
exprimované miRNA se mezi nimi neptekryvaji. Jednim z faktorii neptfesnosti studii
muze byt heterogenita téchto nadort. Ackoliv starsi studie neprokézaly vyznamné rozdily
mezi expresi miRNA v ustni dutiné, orofaryngu a hypofaryngedlni oblasti
(Hui et al., 2010), moderné¢jsi metody sekvenovani jiz ukazuji rozdily v diferencialni
studiich také nebyl zohlednény HPV status ¢i aktivni virova infekce. Dal§im faktorem,
ktery ovliviuje heterogenitu vystupi studii je typ pouzitych klinickych materialti a postup
jejich zpracovani. VéEtsina starSich studii vzdjemné porovnava profily miRNA z Cerstve
zmrazené tkané (FF, fresh frozen), tkané fixované formalinem zalité v parafinu (FFPE,
Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) a bunécnych linii (Lajer ef al., 2012). Avsak pouziti
riznych klinickych materialt, FF vs FFPE, ukéazalo pouze 27 — 38 % piekryv mezi
detekovanymi diferencialn€ exprimovanymi miRNA. V této studii byly také prokazany
variace v piipad¢€ pouziti riznych typli normalizace dat (Vojtechova et al., 2017). Studie
zaloZené na porovnani expresnich profildt HNSCC se zaméfenim na HPV status mizeme
rozdé¢lit na dva typy a to na ty, které srovnavaji nadory pozitivni na HPV versus nadory

negativni na HPV (Gao et al., 2013; Mirghani et al., 2016) a ty, které porovnavaji nadory

26



pozitivni na HPV se zdravou tkani stejné lokalizace a nasledné tvoti prekryv expresnich
profilti (Lajer et al., 2011; Hui et al., 2013; Bozinovi¢ et al., 2019).

Gao a kol. ve své studii pouzil FFPE vzorky orofaryngealnich karcinomu
a detekoval pét miRNA specifickych pro karcinomy pozitivni na HPV: miR-9, miR-31,
miR-223, miR-155 a miR-18a (Gao et al., 2013). Stejné srovnani za pouziti FF vzorki
provedl také Mirghani a kol. (Mirghani et al., 2016). Diferencidln¢ exprimované miRNA
zjisténé Mirghani a kol. nevykazuji Zzadny ptekryv s ostatnimi studiemi.

Ve studiich Lajer a kol., Bozinovi¢ a kol. a Vojtéchova a kol. byl nalezen prekryv
ve dvou miRNA, a to miR-145 a miR-143 (Lajer et al., 2011; Vojtechova et al., 2016;
Bozinovi¢ et al., 2019). U téchto miRNA se ukazalo, ze reguluji expresi Aktivinu A
a jsou oznacovany jako prognosticky znak u ordlniho dlazdicobunééného karcinomu.
Bylo prokéazéano, ze jejich snizena exprese vede ke zvySené proliferaci a migraci bun¢k

(Bufalino et al., 2015).

4.3.3 MIiRNA u vulvérnich HPV asociovanych nador(

Nadory vulvy tvoii 4% z gynekologickych malignit Zen. Incidence téchto nadort
vzrostla, za poslednich 27 let o 20% (Judson et al., 2006). Pouze cast vulvarnich
karcinomiit (25 %) je vyvolana infekci vysoce-rizikovymi papilomaviry
(de Martel et al., 2017). Karcinomy s HPV etiologii se Casto objevuji u mladSich
pacientek a pti casné diagnoze maji lepsi progndzu nez nadory negativni na HPV, které
se také vyskytuji spiSe u starSich Zen. Nadory vulvy negativni na HPV vznikaji
z chronickych zanétli anogenitalni oblasti, jsou mnohem agresivnéjsi a byly u nich ve
srovnani s HPV asociovanymi nadory v této anatomické lokalizaci pozorovany daleko
Castéji mutace proteinu p53 (Kim et al., 1996; Dittmer et al., 2011; Maia et al., 2013).

MiRNA v nadorech vulvy pozitivnich na HPV byly doposud zkoumany pouze
v jedné studii. Maia a kol. pouzili k analyze FFPE fezy naddorové a zdravé tkané vulvy.
Pfi samotné analyze srovnavali expresni profily miRNA nadorti pozitivnich na HPV
s nadory negativnimi na HPV. Vysledkem bylo 25 diferencialné exprimovanych miRNA
v nadorech pozitivnich na ptitomnost papilomaviru (Tab. 2). Zdravou tkan pouzili téz
k porovnani expresnich profilti mezi nddorovou tkani a zdravou tkdni bez ohledu na HPV

status a v nadorové tkani nalezli 79 miRNA se snizenou expresi (Maia et al., 2013).
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Tab. 2 Diferencialné exprimované miRNA u vulvarnich karcinomti pozitivnich na HPV ve
srovnani s karcinomy vulvy negativnimi na HPV (Maia et al., 2013).

HPV+ karcinomy vulvy

miRNA se miRNA se

sniZzenou expresi zvysSenou expresi
miR-1291 miR-1274B
miR-342-3p miR-142
RNU44 miR-21
miR-193-5p miR-708
miR-29c¢ miR-16
miR-106b miR-660
miR-22 miR-29c¢
miR-365 miR-1267
miR-151-5p miR-454
miR-144 miR-186
miR-125b-1
miR-519b-3p
miR-26b
miR-19b
miR-1254

4.3.4 MIiRNA u andlnich HPV asociovanych nadort

Podobné jako karcinom cervixu, je analni karcinom také téméf vzdy asociovany
s HPV. Jeho incidence je sice nizka, ale jen v USA se mezi rokem 1975 a 2012 vice nez
zdvojnasobila a to jak u muzil, tak i u zen. Pfedpoklada se, ze divodem je zména
sexualniho chovani populace (Stier et al., 2016*). Nejrizikovéjsi skupiny pro toto
onemocnéni jsou zeny po prodélaném karcinomu cervixu, HIV pozitivni pacienti a muzi
majici sex s muzi (Melbye & Sprogel 1991; Silverberg et al., 2012).

Jen jedna studie se dosud zabyvala expresnimi profily miRNA téchto nadort.
Myklebust a kol. analyzovali andlni karcinomy na zéklad¢ rozdéleni vzorki do dvou
skupin podle hladiny exprese péti gent zavislych na E2F faktoru (CCNA2, CCNBI,
CCNB2, MCM7 a MSHG6). Skupina €. 1 méla sniZzenou expresi a skupina €. 2 zvySenou

expresi téchto gentl, s ¢imZ korelovalo také mnoZstvim E7 proteinu stejné€ jako mnoZstvi
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miR-15b. Inhibici E7 mRNA se sniZilo mnoZzstvi miR-15b, cyklinu A, cyklinu Bl
a proteinu MCM7. Bunky transfekované vét§Sim mnozstvim miR-15b zacaly stagnovat
v Go/G1 fazi bunécného cyklu (Obr. 5), coz ukazuje, Ze miR-15b negativni zpétnou

vazbou reguluje nadmérnou bunécnou proliferaci (Myklebust ez al., 2011).

Gy

+ cdk4/6

E2F-indukované geny
napi. MCM7, MSH6

pRB

HPV E7
Obr. 5 Role miR-15b v regulaci bunééného cyklu (pfevzato Myklebust et al., 2011).

4.3.5 HPV-core miRNA

Jak jiz bylo dfive zminéno, expresi miRNA muze ovlivnit etiologie nadoru.
Mnoho recentnich studii jiz pfi zkouméni diferencidlni exprese miRNA
v dlazdicobunéénych karcinomech rozlisuje HPV status nadoru. Nicméné doposud se
pouze dv€ z publikovanych studii pokusily identifikovat tzv. ,,HPV-core miRNA*, t;.
miRNA spolecné pro nadory pozitivni na HPV v riznych anatomickych lokalizacich.
Lajer a kol. provedli porovnani exprese miRNA mezi nadory cervixu a orofaryngu
(pozitivnich na HPV a negativnich na HPV) a identifikovali 14 diferencidlné
exprimovanych miRNA v nadorech pozitivnich na HPV. Srovnani provedli vzdy
s referen¢ni zdravou tkédni totozné anatomické lokalizace (Lajer ef al., 2012). Stejnym
zpusobem byly ve studii Vojtéchova a kol. porovnany expresni profily nadort hlavy

a krku a karcinomt cervixu (Vojtechova et al., 2016). Vojtéchova a kol. identifikovala

29



pét miRNA diferencidlné exprimovanych v nadorech pozitivnich na HPV v téchto dvou
lokalizacich (Vojtechova et al., 2016). Jednou z téchto miRNA byla miR-9, ktera byla jiz
v nékolika nezavislych studiich oznacena jako miRNA spole¢nd pro nadory vyvolané
papilomaviry (Hui et al., 2010; Gao et al., 2013; Vojtechova et al., 2016;
Bozinovi¢ et al., 2019). Jeji nadmérnd exprese vede ke zvySeni motility bunék, coz miize
ptispivat k tvorbé metastaz (Liu et al., 2014). Mezi studiemi Vojtéchové a kol. a Lajer

a kol. nebyl vSak nalezen zadny piekryv v diferencialné exprimovanych miRNA.

4.4 Diagnostické a terapeutické vyuZiti miRNA u HPV

MiRNA mohou byt vyznamnymi biomarkery, nebot’ to jsou malé molekuly
detekovatelné ve vétSin€ télnich tekutin, napiiklad ve slinach a moci. Jsou téz velmi
stabilni, proto je mozné je detekovat i v archivnich materidlech, jakymi jsou napt. FFPE
fezy. Pomoci miRNA je jiz mozné odlisit nadorovou tkan od zdravé tkané a urcit subtyp
nadoru, ptipadné lokalizaci primarniho karcinomu (Varadhachary et al., 2011). MiRNA
se také ukazuji byt dulezitymi prognostickymi znaky (Blenkiron et al., 2007).

Z hlediska miRNA nejintenzivnéji studovany maligni nador vyvolany
papilomaviry je karcinom cervixu. I pfes to, ze bylo a je publikovano mnoho studii
zamefenych na stanoveni expresnich profili miRNA téchto nédort, stale neni definovan
jednotny diagnosticky panel miRNA. Ctyfi miRNA v krevnim séru: miR-9, miR-10a,
miR-20a a miR-196a, byly uréeny ve studii Xin a kol. jako potencialni miRNA panel pro
cervikdlni intraepitelidlni neoplazie (Xin et al., 2016). U pacientek s cervikalnim
karcinomem byly v krevnim séru v porovnani se zdravymi pacientkami nalezeny vysokeé
hladiny miR-20a a miR-203 (Zhao et al., 2013). Stejné tak byla prokazana spojitost mezi
hladinou miR-218 v krevnim séru a rozvojem metastdz karcinomu cervixu
(Yu et al., 2012). Liu a kol. identifikovali miR-21 a miR-146a v exozomech
z cervikovaginalniho vyplachu. Uvadi, Ze hladiny téchto miRNA jsou vyznamné vyssi
u pacientil s cervikdlnim karcinomem pozitivnim na HPV (Liu et al., 2014). V tkanich
identifikované miRNA se ale napfic studiemi li$i a jsou zndmy desitky miRNA, které se
jevi jako deregulované v téchto naddorech (Kap. 4.3.1).

MiRNA také mohou u pacientek s nddory cervixu predikovat efektivitu nadorové

terapie a umoznit tak individualizovanou lécbu. SniZzena hladina miR-181a a miR-145
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koreluje s radiorezistenci pacientek s karcinomem cervixu a ukazuje na horsi prognézu
(Keetal.,2013; Yeetal., 2015).

U nadort hlavy a krku se stdle objevuje az 900 000 novych piipadl rocné
(Monsjou et al., 2013). Heterogenita téchto nadorti vyzaduje ¢asnou diagnézu a piesné
urceni jejich subtypil. V nedavné studii Wan a kol. navrhli nékolik diagnostickych panelti
miRNA detekovatelnych ve slinach. Prvnim panelem oddélili HPV pozitivni pacienty od
negativnich zdravych kontrol, dalsim nésledné HPV negativni pacienty od zdravych
kontrol (Tab. 3). Také se jim podarilo identifikovat panel miRNA charakteristicky pro
¢asné stadium (bez metastaz) HNSCC pozitivnich na HPV (Wan et al., 2017).

Tab. 3 Panel miRNA pro urceni pacientli pozitivnich na HPV, pacientti negativnich na HPV
a Casného stadia HNSCC pozitivni na HPV ze vzorku slin.

HPV+ vs zdravé miR- miR-134 miR-196b miR-210 miR-455 -

kontroly 9

HPV-vs zdravé miR- miR-127 miR-134 miR-191 miR-222 miR-455
kontroly 9

Casné stadium miR- miR-127 miR-196a miR-196b miR-210 miR-222
HNSCC 9
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5 Materidl a metody

5.1 Vzorky a jejich pfiprava

Ve studii byly pouzity vzorky naddora patrovych tonsil a nemaligni tkan¢ ze stejné
anatomické lokalizace ziskané v prubéhu piredeslych studii z Kliniky otolaryngologie
a chirurgie hlavy a krku 1. 1€katské fakulty Univerzity Karlovy, Fakultni nemocnice (FN)
Motol. Dale byly zatazeny vzorky dlazdicobunécného karcinomu vulvy, cervixu, anu
a zdravych tkani stejné anatomické lokalizace vybrané z depositafe Ustavu patologie
a molekularni mediciny 2. lékafské fakulty Univerzity Karlovy a FN Motol a Ustavu
patologie FN Kréalovské Vinohrady (KV). VSichni pacienti, ktefi byli zafazeni do studii,
podepsali informovany souhlas a vSechny studie byly schvaleny etickou komisi FN Motol
a FN KV. Ma prace navazuje na studii miRNA expresnich profilii u nadori hlavy a krku,
provedenou na oddéleni imunologie v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze

(Vojtechova et al., 2016).
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Obr. 6: Patnact vzorki FFPE 10 pm fezti vulvy barvenych hematoxylin-eosinem. Nemaligni tkan
ohrani¢ena modie, nadorova tkan ohranicena Cerné.

Rutinni zpracovani tkani po odbéru, tedy jejich fixace a zaliti do parafinu, bylo

provadéno v prislusnych oddé€lenich patologie. Z ptipravenych vzorkl byly patologem
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vyhotoveny fezy. Vzorky obsahuji jak nadorovou, tak zdravou tkan, kterd byla odebrana
spolu s nadorem. Patolog pfipravil ze vSech vySe zminénych anatomickych lokalizaci
fezy tkan¢ o tloustce 10 um na podlozni sklicka, vzdy pet po sob¢ nasledujicich fezt.
Paty fez byl barven hematoxylin-eosinem (HE) (Obr. 6) a slouZil pro ovéfeni pfitomnosti
nadorové tkan€, a déle jako vzor pro ptresnou makrodisekci nadorovych i nenddorovych
oblasti. Ze Ctyf fezd jsem vyznacCenou oblast tkané sterilnim skalpelem kvantitativné
seSkrabala a pfenesla do jedné 2 ml sterilni zkumavky. Z ¢asti vzorkt, které obsahovaly
pouze nadorovou ¢i pouze zdravou tkan, patolog piipravil do 2 ml zkumavek 10 fezi
daného vzorku o sile 10 pm. Vzorky tonsilarnich karcinomu a zdravé tkan¢ tonsil, které
reprezentuji nadory hlavy a krku, byly zpracovany v ptedchozich studiich a ja jsem méla

k dispozici jiz izolované nukleové kyseliny.

5.2 lzolace nukleovych kyselin a kontrola kvality a kvantity

Pro izolaci DNA a RNA jsem vyuZzila komeréni kity. Z poc¢atku jsem pro izolaci
vulvarni tkdn€ pouzila RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, USA),
ktery byl jiz dfive vnasSi laboratofi pouzivan pro izolaci nukleovych kyselin
z parafinovych fezli fixovanych tkani patrovych tonsil. AvSak pfi zpracovani vzorki
timto kitem jsem ziskala velmi nizky vytéZek DNA i1 RNA, proto jsem musela
optimalizovat proces izolace nukleovych kyselin pomoci jinych komercnich souprav.
Porovnala jsem izolace pomoci T7TRIzo/™ Reagent (Invitrogen, USA) s pouzitim
firemniho protokolu a soupravy AllPrep® DNA/RNA/miRNA Universal Kit a AllPrep®
DNA/RNA FFPE Kit (obé Qiagen, USA) podle firemniho protokolu. Pii metodée
TRIzo[™ Reagent jsem ziskala vyssi vytéZek RNA 1 DNA, ale kvuli pfitomnosti fenolu
mély vzorky nevyhovujici Cistotu pro ndsledné analyzy. Nejlepsiho vysledku izolace jsem
dosahla pomoci AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, USA) podle modifikované¢ho
protokolu, ktery umoziuje izolaci genomové DNA a celkové RNA vcetné miRNA
z FFPE tkan€. Modifikace protokolu spociva v odstraiiovani xylenu pfi deparafinizaci
fedici fadou etanolu namisto 100 % etanolu, déle je zkracena doba inkubace DNA peletu
po zlyzovani z 2 hna 1 h pti 90 °C.

I1zolaci kitem AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit jsem provadéla vzdy maximalné na

deviti vzorcich a jako desaty vzorek jsem vzdy pfidala negativni kontrolu izolace.
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Ke kazdému vzorku jsem pfidala 1 ml 100% xylenu k rozpusténi parafinu, fadné
promichala a smés jsem nechala inkubovat v termobloku ThermoCell CHB-202 (Bioer,
Cina) 3 min pii 50 °C. Poté jsem vzorek centrifugovala v odstiedivce Eppendorf 5424
(Eppendorf, Némecko) 2 min pii1 18 000xg a xylen jsem opatrné odsala pipetou, tak abych
neporusila pelet. Tento postup jsem opakovala dvakrat az ctyfikrat podle mnozstvi
parafinu ve vzorku, abych kompletné vSechen parafin odstranila. Nasledné jsem k peletu
ptidala 1 ml 100% etanolu a vzorek opé&t centrifugovala 2 min pfi 18 000xg. Opatrné jsem
odstranila etanol bez poruSeni peletu a pfidala 1 ml 95% etanolu. Smés jsem fadné
promichala a inkubovala 5 min pfi pokojové teploté a poté centrifugovala 2 min pfi
18 000xg a znovu odstranila etanol. Stejny postup jsem opakovala znovu se 70%
etanolem. Otevienou zkumavku jsem umistila do termobloku, ptedehfatého na 37 °C, na
15 min, aby se pelet zcela vysusil.

K vysuSenému peletu jsem ptidala 150 pl lyzacniho pufru PKD a pelet
resuspendovala. Ptidala jsem 10 pl proteinazy K. Po fadném promichani jsem vzorek
inkubovala 15 min pfi 56 °C a poté 3 min na ledu a centrifugovala 15 min na 20 000xg.
Supernatant jsem opatrn€ odebrala do 2 ml zkumavky a pokracovala izolaci celkové RNA
spolu s miRNA. Pelet jsem uchovala pti -20 °C pro naslednou izolaci DNA.

Supernatant jsem inkubovala 15 min pti 80 °C. Poté jsem pfidala 320 pl pufru
RLT a1 120 pul 100% etanolu. Po promichdni smési jsem vZdy nanesla 700 pl vzorku na
kolonku RNeasy® MinElute® Spin Columns a centrifugovala 30 s pfi 8 000xg. Roztok
ze sbérné zkumavky jsem slila do odpadni kadinky a znovu nanesla 700 pl vzorku na
kolonku, takto jsem postupovala, dokud jsem nepfefiltrovala vSechen vzorek. Nasledné
jsem kolonku promyla 350 pl pufru FRN a znovu centrifugovala 30 s pfi 8 000xg. Pro
kazdy vzorek jsem si pfipravila 80 ul DNazové smési (70 pl pufru RDD a 10 ul DNase
I/vzorek), nanesla na kolonku a nechala 15 min inkubovat pti pokojové teploté. Poté jsem
na kolonku ptidala 500 pl pufru FRN a centrifugovala 30 s pfi 8 000xg, pro lepsi promyti
kolonky jsem pfefiltrovany roztok znovu nanesla na filtr a opakovala centrifugaci. Na
kolonku jsem dvakrat pipetovala 500 pl pufru RPE a centrifugovala 30 s pii 8 000xg.
Nésledné jsem umistila kolonku s otevienym vickem do ¢isté sbérné zkumavky a vysusila
centrifugaci 5 min pii 18 000xg. Kolonku jsem pienesla do 1,5 ml zkumavky, nanesla
30 pl vody prost¢ RNaz na stied filtru a inkubovala 1 minutu pfi pokojové teploté.
Zavérecna centrifugace pro uvolnéni celkové RNA z filtru kolonky, probihala 1 min pfi

20 000xg. Koncentraci a ¢istotu RNA jsem méfila pomoci spektrofotometru NanoDrop™
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2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky RNA jsem popsala a ulozila do mrazaku
na -80 °C.

Pti izolaci DNA jsem ke kazdému vzorku piidavala 180 pl lyza¢niho pufru ATL
a 40 pl proteinazy K nebo 360 pl lyzacniho pufru ATL a 40 ul proteinazy K podle
velikosti velikosti peletu, ktery jsem nésledné dikladné resuspendovala. Poté jsem vzorky
inkubovala v tfepacim termobloku ThermoCell Mixing Block MB-102 (Bioer, Cina) pies
noc pii teploté 56 °C. Pokud vzorky nebyly zcela zlyzovang, ptidala jsem 20 ul proteinazy
K a nechala inkubovat v tfepacim termobloku dals$i 1 hodinu pti 56 °C do uplné lyze.
Nasledné jsem vicka zkumavek zajistila parafilmem Parafilm M (Heathrow Scientific,
UK) a inkubovala v termobloku ThermoCell CHB-202 (Bioer, Cina) 1 hodinu pii 90 °C.
Parafilm jsem opatrné odstranila pomoci sterilni bunicité vaty a ptidala 200 pl pufru AL
a 200 pul 100% etanolu, ptipadné¢ 400 pl pufru AL a 400 pl 100% etanolu a fadné
promichala. Do kolonky QIAamp® MinElute Spin jsem napipetovala 600 pl vzorku
a centrifugovala 1 min pii 8 000xg, postup jsem opakovala, dokud jsem nepiefiltrovala
vSechen vzorek. Kolonku jsem postupné promyla 700 pl promyvaciho pufru AW1
a centrifugovala 30 s pti 8 000xg, 700 pul pufru AW2 a centrifugovala 30 s pii 8 000xg
a 700 pl 100% etanolu. Nasledn€ jsem kolonku s otevienym vickem pienesla do nové
sbérné zkumavky a centrifugovala 5 min pfi 14 000xg pro uplné odstranéni etanolu. DNA
jsem eluovala 30 pul elu¢niho pufru ATE do ¢isté 2 ml zkumavky po 5 min inkubaci pfi
pokojové teploté centrifugaci 1 min pifi 14 000xg. Koncentraci a Cistotu DNA jsem méfila
na spektrofotometru NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky jsem

fadné€ popsala a ulozila do mrazéku na -20 °C.
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5.2.1 Urceni délek fragment( DNA

Je zndmo, ze pii fixaci tkdné¢ formalinem a zaliti do parafinu dochazi
k fragmentaci nukleovych kyselin (Bonin et al., 2003; Vojtechova et al., 2017). Tato
degradace muze byt zpisobena samotnym chemickym pusobenim formalinu na DNA ¢i
podminkami fixace jako je pH, teplota a délka fixace. Pro ovéteni velikosti fragmenta
DNA ve zpracovanych vzorcich, jsem provedla multiplexni polymerazovou fetézovou
reakci (PCR, polymerase chain reaction) s primery specifickymi pro 100 pb, 200 pb,
300 pb a 400 pb dlouhé useky referencniho genu GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) (Tab. 4) (Beers et al. 2006). V jedné reakci o objemu 20 pl jsem pouzila
1% koncentrovany pufr AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,2mM sm¢si
nukleotidt,, 3mM roztok MgCl» (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,133uM smés primeri
GAPDH, 0,5 U DNA polymerdzy AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA),
9,9 ul vody prosté¢ RNéaz a 20 ng DNA v 5 ul vody prosté RNaz. Vzdy jsem zafazovala
negativni kontrolu PCR, u které jsem misto vzorku DNA pfidala vodu prostou RNéz,
a také pozitivni kontrolu, kde jsem pouzila DNA vyizolovanou z bunééné linie HaCaT
(Kap. 5.8.1). Reakce probihala v cykleru Peltier Thermal Cycler 200 (MJ-Research,
Kanada), ktery byl pouZivan ke vSem nasledujicim PCR reakcim. Podminky reakce byly
nasledujici: iniciacni denaturace 10 min pii 95 °C, nésledovalo 34 cykli denaturace pfi
94 °C po dobu 1 min, nasedani primert 1 min pii 56 °C a prodluzovani fetézce 3 minuty
pti 72 °C. Kone¢na faze extenze probihala 7 min pii 72 °C.

Produkty amplifika¢ni reakce jsem analyzovala na 3% agar6zovém gelu, pro
jehoz ptipravu jsem pouzila 40 ml pufru Tris-borat-EDTA (TBE), ve kterém jsem
rozpustila 1,2 g agarézy NuSieve™ 3:1 (Lonza, Svycarsko) a 2 pl barviva GelRed™
(Biotium, USA). Na gel jsem nanéSela 10 pl vzorku spolu se 3 pl 6x Loadding pufru
(Thermo Fisher Scientific, USA), jako Zebficek jsem pouZzila GeneRuler Low Range
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). Elektroforéza probihala pii napéti
110 V po dobu 50 min. K vizualizaci DNA jsem pouzila systém InGenius 3 (Syngene,
UK).
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Tab. 4 Prehled pouzitych primert. F — forward, R — reverse.

Cilovy Jrr\éno Sekvence 5'-> 3’ Smé Dé.lka
gen primeru r amplikonu
GAPDH 100 GTTCCAATATGATTCCACCC F DNA 100 pb
GAPDH 100 CTCCTGGAAGATGGTGATGG R
GAPDH 200 AGGTGGAGCGAGGCTAGC F DNA 200 pb
GAPDH GAPDH 200 TTTTGCGGTGGAAATGTCCT R
GAPDH 300 AGGTGAGACATTCTTGCTGG F DNA 300 pb
GAPDH 300 TCCACTAACCAGTCAGCGTC R
GAPDH 400 ACAGTCCATGCCATCACTGC F DNA 400 pb
GAPDH 400 GCTTGACAAAGTGGTCGTTG R
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC |F
BSGP5+ -2 TTTGTTACTGTTGTIGATACTAC F
BSGP5+ -3 TTTGTTACTGTTGTIGATACCAC F
BSGP5+ -4 TTTGTTACTTGTGTIGATACTAC F
BSGP5+ -5 TTTTTAACTGTTGTIGATACTAC F
BSGP5+ -6 TTTGTTACTGTGGTAGACACTAC |F
BSGP5+ -7 TTTGTTACAGTIGTAGACACTAC F
L1 BSGP5+ -8 TTTGTTACAGTIGTAGATACCAC  |F DNA 150 pb
BSGP5+ -9 TTTGTTACTGTGGTAGATACCAC F
GAAAAATAAACTGTAAATCATATT
GP6+bio C R
GAAAAATAAATTGTAAATCATACT
Bio-BSGP6+ -b |C R
GAAAAATAAATTGCAATTCATATT
Bio-BSGP6+ -¢c |C R
E6fwSmeets TTACTGCGACGTGAGGTGTA F DNA 248 pb
E6 HPV16
E6rvSmeets GGAATCTTTGCTTTTTGTCC R cDNA 86 pb
B-globin PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC F DNA/cDNA 110
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC R pb
HPRT-F CACTGGCAAAACAATGCAGACT F
HPRT GTCTGGCTTATATCCAACACTTCG cDNA 117 pb
HPRT-R T -
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5.3 Urceni genotypu papilomaviru

Pro urceni genotypu papilomavirit ve vzorcich jsem pouzila PCR s naslednou
reverzni membranovou hybridizaci (RLB, reverse line blot hybridization), kterou je
mozné identifikovat 37 typt HPV (HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, HPV26, HPV31,
HPV33, HPV34, HPV35, HPV39, HPV40, HPV42, HPV43, HPV44, HPV45, HPVSI,
HPV52, HPV53, HPV54, HPV56, HPV57, HPVSS, HPVS9, HPV61, HPV66, HPV6S,
HPV70,HPV71, HPV72, HPV73, HPV&1, HPV82, HPV83, HPV84, HPV&9). PCR jsem
provedla se smésiprimeri GP5+ a GP6+bio (znaCen biotinem na 5°-konci)
amplifikujicimi fragment genu L1 o velikosti 150 pb (Tab. 4) (Schmitt et al., 2008).
Hybridizace PCR produktti zna¢enych biotinem probihd na Biodyne C membrané (Pall
Bio-Support, USA) skovalentn¢ navdzanymi typové specifickymi probami.
Hybridizované amplikony jsou detekovany pomoci avidin-peroxiddzy metodou
chemoluminiscence (Brule et al. 2002; Schmitt et al. 2006).

PCR reakce o objemu 50 pl se skladala z 1x koncentrovaného pufru AmpliTaq
Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,2mM smési nukleotidd, 3,5mM MgCl, (Thermo
Fisher Scientific, USA), 10 pmol GP5+ smési primerd, 20 pmol GP6+bio primert, 1 U
DNA polymerazy AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 30,8 ul vody prosté
RN4az a 200 ng DNA ve 4 ul vody prosté RNaz. Ke kazdé¢ reakci jsem ptidala negativni
kontrolu, u které jsem nahradila vzorek DNA vodou prostou RN4az a dale jsem pfidavala
4 pozitivni kontroly: DNA izolovanou z buné¢né linie SiHa nafedénou na 32, 160 a 800
kopii HPV16 na reakci a plazmidovou DNA se zaklonovanym HPV. Reakce probihala
denaturace 20 s pii 94 °C, nasedani primert 30 s pfi 38 °C a prodluZovani fetézce 80 s pfi
71 °C. Zavérecna faze extenze probihala pii 71 °C po dobu 4 min. Nésledné jsem si
piipravila 3% agardézovy gel z 3 g agardzy NuSieve™ 3:1 (Lonza, Svycarsko), 100 ml
pufru TBE a 4 ul barviva GelRed™ (Biotium, USA). Jako Zebii¢ek jsem pouzila pUC19
DNA Sstépeny restrikénim enzymem Mspl pfipraveny v nasi laboratofi. Elektroforéza
probé&hla pii napéti 150 V po dobu 50 min. K vizualizaci jsem pouzila UVP EC3 Imaging
System (UVP, USA).

38



Pouzité zasobni roztoky:
e 20x SSPE (chlorid sodny- dihydrogenfosfore¢nan sodny-EDTA):
3 M NaCl (chlorid sodny) (Penta, CR) + 0,2 M NaH,PO4
(dihydrogenfosfore¢nan sodny) (Carl Roth, Némecko) + 20 mM EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctova) (Duchefa Biochemie, Nizozemi)
e 20% (w/v) SDS (dodecylsiran sodny):
200 g SDS (Carl Roth, Némecko) v 1000 ml ultra H>O

Roztoky pro hybridizaci:
e 1x 100 ml 2x koncentrovaného SSPE, 0,1% (w/v) SDS
e 1x 300 ml 2x koncentrovaného SSPE
e 2x 300 ml 2% koncentrované¢ho SSPE, 0,5% (w/v) SDS

Produkty PCR jsem si natfedila 20x do 200 pl roztoku 2xSSPE, 0,1% SDS. Vse
jsem fadné promichala, denaturovala v termocykleru TC-18H(b) (Bioer, Cina) 10 min pii
98 °C a poté jsem zkumavky pfenesla na led. Membranu s navazanymi prébami jsem
nechala inkubovat na kyvaci ploSin¢ ve 100 ml roztoku 2xSSPE, 0,1% SDS 5 min pfi
pokojové teploté. Poté jsem ji otoCenou o 90 stupiii uzaviela do Miniblotteru 45
(Interchim, Francie) a vakuovou odsavackou odstranila zbyly roztok. Redéné PCR
produkty jsem nanesla po 150 pl do jednotlivych jamek tak, aby v drdzkach nevznikaly
bubliny. Cely miniblotter jsem inkubovala 60 min pii 42 °C v horkovzdus$né peci ProBlot
12 (Labnet International, USA), ve které probihaly vSechny nasledujici inkubace ve tm¢
a s rotaci. Vakuovou odsavackou jsem odstranila vzorky z jamek a membranu pfesunula
do hybridiza¢ni lahve, kde jsem ji dvakrat promyla 150 ml roztoku 2xSSPE, 0,5 % SDS
a inkubovala 10 min na 51 °C. Mezitim jsem si pfipravila roztok z 10 ml 2xSSPE, 0,5 %
SDS a 1 ul 2x koncentrovaného streptavidinového konjugatu znaceného peroxidézou, ve
kterém jsem inkubovala membranu 60 min na 42 °C. Poté jsem membranu 2% promyla
nejprve ve 150 ml 2xSSPE, 0,5 % SDS 15 min pii 42 © a nasledné jsem 2x promyvala ve
150 ml 2xSSPE v picce pii pokojové teploté¢ po dobu 5 min. Do zkumavky jsem si
napipetovala 3 ml roztoku A a 3 ml roztoku B z komer¢éniho kitu Amersham™ ECL
Select™ Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, USA), po
promichéni pfidala k membrané a inkubovala 5 min pfi pokojové teploté. Po vyjmuti

membrany z lahve jsem ji opatrné zabalila do folie Sarogold (Azpack, Velké Britanie)
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a umistila do kovové vyvoldvaci kazety. V temné komote jsem v kazeté exponovala
filmy Lumifilm (Sigma-Aldrich, USA) pro detekci chemiluminiscence po dobu 5 s,
30 sa 5 min a poté vlozila do vyvolavaciho pfistroje KODAK Medical-X-ray-procesor
(Kodak, USA).

5.4 Detekce genu E6 HPV16

V této praci jsem detekovala gen E6 pomoci primeri specifickych pro typ HPV16,
které¢ amplifikuji oblast DNA o velikosti 248 pb (Smeets et al., 2007) (Tab. 4).
Amplifika¢ni reakce PCR o objemu 25 ul se skladala ze smési 1x koncentrovaného pufru
Taq (Fermentas, USA), 1,5mM MgCl, (Fermentas, USA), 0,5uM primera pro gen E6,
0,2mM smeési nukleotidt, 0,5 U Taq DNA polymerazy (Fermentas, USA), 17,4 ul vody
prost¢ RNaz a 2ul DNA. Vzdy jsem pfidala negativni kontrolu, kde jsem namisto DNA
pouzila vodu prostou RN4z a pozitivni kontrolu, ve které jsem ptidala DNA bunécné linie
SiHa (Kap. 5.8.1). Reakce probihala za podminek: iniciace denaturace 5 min pti 94 °C,
39 cykli sestavajicich se z denaturace 1 min pii 94 °C, nasedani primerti 2 min pii 55 °C,
prodluzovani fetézce 2 min pii 72 °C. Konec¢na faze extenze 3 min pti 72 °C. Detekce
amplikon®i probihala na 3% agar6zovém gelu (Kap. 5.2.1). Elektroforéza probéhla pti
napéti 110 V po dobu 35 min. Amplikony jsem vizualizovala v systému InGenius 3

(Syngene, UK).

5.5 Pruakaz aktivni infekce HPV

Aktivni transkripci HPV16 onkogenil 1ze potvrdit dvéma zptsoby. Prvni metodou
je stanoveni pfitomnosti mRNA E6. Dale, jako nepfimy marker, slouzi detekce proteinu
pl6, ktery musi byt detekovan spolu s HPV DNA, aby bylo mozné prohlasit HPV infekci
za aktivni (Hoffmann et al., 2010). Vysledky imunohistochemie proteinu p16 mi byly
poskytnuty z FN Motol.
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5.5.1 Reverzni transkripce

Zpocatku jsem testovala n€kolik rtiznych reverznich transkriptaz, jako jsou
SCRIPT Reverse Transcriptase (Jena Bioscience, Némecko), M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega, USA), LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs,
USA) a ProtoScript® II Reverse Transcriptase (New England Biolabs, USA) vSechny
podle firemnich protokolt. Pro kontrolni PCR byla pouzita cDNA s primery B-globinu
(Saiki et al., 1985) nebo HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase)
(Olthof et al., 2015) (Tab. 4). Pro vSechny analyzované vzorky jsem provedla reverzni
transkripci pomoci reverzni transkriptazy ProtoScript® II (New England Biolabs, USA),
ktera v predbézném testovani vysla nejlépe.

Reakce jsem pripravovala na ledu. Nejprve jsem namichala smés o objemu 5 pl
skladajici se z 250 ng RNA, ImM dNTPs (New England Biolabs, USA) a 10uM random
hexameri (Thermo Scientific, USA). Roztok jsem denaturovala 5 minut pii 65 °C a poté
vratila zpét na led. Nasledné jsem ke kazdému vzorku piidala 5 pl pfipravené smési z 2x
koncentrovaného pufru ProtoScript II (New England Biolabs, USA), 0,02M DTT (New
England Biolabs, USA), 100 U ProtoScript® II Reverse Transcriptase (New England
Biolabs, USA), 4 U RNase Inhibitoru (New England Biolabs, USA) a 1,4 ul vody prosté
RNaz. Jako pozitivni kontrolu reverzni transkripce jsem pouzivala RNA izolovanou
z bunécné linie SiHa (Kap. 5.8.1), jako negativni kontrolu jsem ptfidala vodu prostou
RN4z namisto templatu RNA. Vzorky jsem inkubovala 5 minut pii 25 °C, 1 h pti 42 °C
a na zave€r inaktivovala reverzni transkriptdzu 20 min pii 65 °C v cykleru GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem, USA).

Reakéni smés o objemu 30 pl pro amplifikacni reakci B-globinu (Saiki ez al., 1985)
se skladala z 1x koncentrovaného pufru Taq (Fermentas, USA), 4mM MgCl (Fermentas,
USA), 0,2mM smé&si nukleotidl, 0,5uM primerd PC03/04, 0,75 U Taq Polymerazy
(Fermentas, USA), 3 ul 2x fedéné cDNA a 14,6 ul vody prosté RNaz. Reakce probihala
za podminek: iniciace denaturace 95 °C po dobu 1 min, 40 cykla slozenych z denaturace
pti 94 °C po dobu 1 min, nasedani primert pfi 55 °C po dobu 2 min a prodluZovani fetézce
pfi 72 °C po dobu 2 min. Nakonec probihala faze extenze 3 min pii 72 °C. Elektroforézu
pro vyhodnoceni PCR jsem provedla na 3% agar6zovém gelu, jehoz ptiprava jiz byla

popsana vyse (Kap. 5.2.1), za podminek stejnych jako v kapitole 5.4.
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Amplifikaéni reakce HPRT (117 pb) o objemu 25 pl se skladala z 1x
koncentrovaného pufru Standard Taq Reaction (New England Biolabs, USA), 0,2uM
primert pro HPRT, 0,2mM dNTPs (New England Biolabs, USA), 0,5 U Hot Start Taq
DNA polymerazy (New England Biolabs, USA), 19,9 ul vody prosté RNaz a 1 pul 2x
fedéné cDNA. Reakce probihala za podminek: iniciace denaturace 95 °C po dobu 30 s,
nasledovand 39 cykly denaturace 30 spii 95 °C, nasedani primert 30 s pti 64 °C
a prodluzovani fetézce 30 s pti 68 °C. Zavérecna extenze probihala pii 68 °C po dobu

5 min. Elektroforézu a vyhodnoceni PCR jsem provedla stejn¢ jako pro gen -globin.

5.5.2 Detekce virové mRNA E6 typu HPV16

Aktivni transkripci onkogentt HPV16 jsem stanovovala pomoci detekce virové
mRNA EG6 za pouziti specifickych primerti pro HPV 16 podle Smeets a kol. (Tab. 4), které
amplifikuji oblast cDNA E6 o délce 86 pb (Smeets et al., 2007). Jedna reakce o objemu
25 ul se skladdala z 1x koncentrovaného pufru Taq (Fermentas, USA), 1,5mM MgCl,
(Fermentas, USA), 0,5uM primert pro gen E6, 0,5 U Taqg DNA polymerazy (Fermentas,
USA), 0,2mM smeési nukleotidt, 17,4 pl vody prosté RNéaz a 2ul 2x fedéné cDNA. Jako
negativni kontrolu jsem pouZila vodu prostou RN4z a jako pozitivni kontrolu jsem piidala
cDNA z bunécné linie SiHa. Reakce probéhla v cykleru Peltier Thermal Cycler 200 (MJ-
Research, Kanada) za podminek: iniciace denaturace 94 °C po dobu 5 min, nasledovano
39 cykly denaturace 1 min pii 94 °C, nasedani primerti 2 min pii 55 °C, prodluZovani
fetézce 2 min pii 72 °C. Faze extenze probihala pti 72 °C po dobu 3 min. Produkty PCR
byly analyzovany za stejnych podminek jako detekce genu E6 na DNA HPV16
(Kap. 5.4).
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5.6 Analyza expresniho profilu miRNA metodou sekvenace nové

generace

Sekvenovani nové generace byla podrobena RNA izolovand z celkem 30
vybranych FFPE vzorkil tkani vulvy, cervixu, anu a tonsil. Pfiprava sekvenacnich
knihoven a nésledn¢ sekvenovani nové generace (NGS) probihaly na dvou riznych
pracovistich. Vzorky vulvy, cervixu a tonsil byly sekvenovany v Ruder Boskovi¢ Institute
(IRB) v Chorvatsku (NextSeq 550, Illumina, USA). Knihovny pro tyto vzorky byly
piipraveny dle protokolu pro malé RNA (TruSeq Small RNA Library prep kit, [llumina,
USA). Analni vzorky a ptekryv vulvarnich vzorkt byl sekvenovéan v European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) v Némecku (HiSeq 2500, Illumina, USA), k pfipravé
knihoven byl pouzit kit NEBNext Multiplex Small RNA Library prep set for Illumina
(New England BioLabs, USA).

5.7 Analyza dat a statistické zpracovani

Data ze sekvenovéani (format FASTQ) jsem importovala do uzivatelského
rozhrani BaseSpace (Illumina, USA), zde jsem pouzila aplikaci FASTQ Toolkit v2.2.0
pro odstranéni sekvena¢nich adaptért. S daty jsem dale pracovala v programu Geneious
v11.1.5 (https://www.geneious.com).

Z databaze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/) jsem
ziskala kompletni sekvenci referencniho lidského genomu a ptisluSnou anotaci, které
jsem importovala do programu Geneious. Do programu jsem téZ importovala sekvenac¢ni
Cteni zbavena adaptérii. Ta jsem poté mapovala na referencni sekvenci (konkatenované
sekvence genli 2 654 miRNA pfitomnych v lidském genomu). Sekvenacni ¢teni byla
mapovana na referenci podle sekvena¢ni homologie, a minimalni pfipustnou
nukleotidovou identitou rovnou 90 %. Nésledovala kalkulace relativni exprese
jednotlivych miRNA v daném vzorku (Obr. 7). Expresni profily miRNA jednotlivych
vzorkli byly navzajem porovnany pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA), kterad
slouzi ke zpracovani vicerozmérnych dat. Jejich redukcei a zaroven odhalenim skrytych

proménnych (komponent) ukazuje variabilitu vzorka.
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Kalkulace diferencidlni exprese miRNA byla provedena s vyuzitim softwaru
DESeq2 (Love et al., 2014), ktery umoznuje urceni diferencidlni exprese mezi dvéma
experimentalnimi/biologickymi podminkami na souboru replikati (zde triplikat pro
kazdy typ tkan¢). Vzdy byla porovnana exprese miRNA mezi nadorovou tkani (tumor
pozitivni na HPV nebo negativni na HPV) a zdravou tkani stejné lokalizace, ktera byla
pouzita jako referencni.

Hodnoty diferencidlni exprese jsem exportovala do tabulky a dale zpracovavala.
S ohledem na heterogenitu biologickych vzorkl tohoto typu byl ve statistickém srovnani
diferencialni exprese miRNA nastaven limit statistické spolehlivosti padj (p-value
adjusted for multiple testing) jako <0,1 a log> hodnoty zmény exprese FC (fold change)
>1,58. MiRNA, jejichz diferencialni exprese nespliiovala tato kritéria, nebyly
povazovany za diferencialné exprimované a byly z dalsi analyzy vylouceny.

Prekryvy expresnich profilt miRNA byly vizualizovany pomoci Vennovych
diagramti (http://www.interactivenn.net/). Heatmapa diferencidlni exprese miRNA byla

vizualizovana na https://biit.cs.ut.ee/clustvis/.
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AAACCCETAGATCCGATCEN CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT GA(}(}TAGTA(](] T(]TAT
AACCCGTAGATCCGATCITG GCTTCTATGGGTCT TGTIT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT GAGGTAGTAGGTTGTAT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT TGAGGTAGTAGGTTGT,
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT TGAGGTAGTAGGTTGT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT TGAGGTAGTAGGTTGTAT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT GAGGTAGTAGGTTGTAT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT GAGGTAGTAGGTTGTA
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT GAGGTAGTAGGTTGTAT
AAACCCGTAGATCCGATCTTG CAAGCTCGCTTCTATGGGTCT TGAGGTAGTAGGTTGTAN

Obr. 7 Grafické znazornéni relativni exprese miRNA pro jednotlivé typy tkani v programu
Geneious. Anotace referencni sekvence: zelené symboly — pri-miRNA, fialové symboly —
maturované miRNA vznikajici z pri-miRNA. Relativni hladina exprese miRNA u jednotlivych
tkani je znaCena barevnym spektrem, kdy Cervend barva znaci vysokou expresi, prechazi pres
bilou do modré barvy, jez zobrazuje nizkou az nulovou expresi miRNA. Pod expresnimi profily
miRNA jsou vyobrazeny sekvence jednotlivych c¢teni. I C ref — cervikalni zdrava tkan,
I C T pos — cervikdlni nadorova tkan HPV pozitivni, I V_ref — vulvarni zdrava tkan,
I V_T neg - vulvarni nadorova tkan HPV negativni, | V_T pos — vulvarni nadorova tkan HPV
pozitivni.
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5.8 Bunécné linie

5.8.1 Bunécné linie a média

Pouzité bunécné linie:

e CCL-138 (Detroit 562) (ATCC, USA)
Bunécéna linie odvozena od plicni metastazy lidského faryngealniho
karcinomu bez ptitomnosti HPV.

e HTB-43 (FaDu) (ATCC, USA)
Bunééna linie odvozenda od lidského faryngedlniho karcinomu, bez
ptitomnosti HPV.

e CRL-3240 (UPCI:SCC152) (ATCC, USA)
Bunécna linie odvozena od lidského hypofaryngealniho karcinomu,
HPV16 pozitivni.

e HTB-35 (SiHa) (pouzivana v Laboratofi molekularni virologie, Biocev)
Bunécna linie odvozena od lidského karcinomu cervixu, HPV16 pozitivni
s integrovanymi | — 2 kopiemi HPV'16 na buiiku.

e HaCaT (pouzivana v Laboratofi molekularni virologie, Biocev)

Imortalizované lidské keratinocyty.

Slozeni kultivaénich médii se liSilo pro jednotlivé bunééné linie (Tab. 5).
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Tab. 5 SloZeni jednotlivych médii pouZitych k péstovani bungk.

Médium Komponenty ‘ Vysledna koncentrace ‘ Vyrobce
Minimum Essential Ix Sigma-Aldrich,
Medium Eagle 10x USA
Fetal Bovi

etal Bovine Serum 10 % (v/v) Biosera, Francie
(FBS)
Penicillin-
Streptomycin Solution 1x Biosera, Francie
100x
HyClone 100x Vitamin 1x GE Healthcare
solution Life Sciences, USA
EMEM1 (FaDu, CCL-138) L-Glutamin
GlutaMAX™ 0,4 mM Gibco, USA
Supplement
MFM No.n-Essent.laI Thermo Fisher
Amino Acids Solution 1x Scientific. USA
(100x) ’
Sodium Bicarbonate 0 .
7.5% (w/v) solution 248 56 (917 Gibeo, USA
. Sigma-Aldrich,
Sodium Pyruvate 1mM USA
Minimum Essential Ix Sigma-Aldrich,
Medium Eagle 10x USA
Fetal Bovine Serum . .
10 % (v/v) Biosera, Francie
(FBS)
L-Glutamin
GlutaMAX™ 0,4 mM Gibco, USA
Supplement
EMEM?2 (CRL-3240) -
MEM Non-Essential .
) . . Thermo Fisher
Amino Acids Solution 1x Scientific. USA
(100x) !
Sodium Bicarbonate 0 .
7.5% (w/v) solution 0,15 % (w/v) Gibco, USA
L Sigma-Aldrich,
Gentamicin 50 ug/ml USA
RPMI 1640 Medium Gibco, USA
Fetal Bovi
etal Bovine Serum 10 % (v/v) Biosera, Francie
(FBS)
RPMI1 (SiHa) Penlc.lllln- . . .
Streptomycin Solution 1x Biosera, Francie
100x
Sodium Bicarbonate
209 [ A
7.5% (w/v) solution BAD % ] o, Bk
RPMI 1640 Medium Gibco, USA
Fetal Bovine S
etal Bovine serum 10 % (v/v) Biosera, Francie
(FBS)
RPMI2 (HaCaT) Penicillin- _ _
Streptomycin Solution 1x Biosera, Francie
100x
"
Sodium Bicarbonate 0,20 % (w/V) Gibco, USA

7.5% (w/v) solution
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5.8.2 Prace s bunénymi kulturami

Bunécéné linie CRL-3240, CCL-138 a FaDu jsem pro pocatecni ovétreni exprese
miRNA obdrzela jiz kultivované, pfipravené k izolaci a zamrazeni od RNDr. Viery
Ludvikové z Oddé&leni imunologie na Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze.
Bunécné linie CRL-3240 a FaDu jsem dale kultivovala sama pro ucely transfekce. Stejné
tak jsem si pfipravila linii SiHa a HaCaT k izolaci RNA. VSechny pouzité bunécné linie
jsou adherentni a kazd4d vyzaduje specifické médium (Tab. 5). Prace probihala
v laminarnim boxu BioVanguard (Telstar, Spanélsko).

Bunééné linie SiHa a HaCaT nevyZadovaly modifikaci média po rozmrazeni.
U bun¢k CRL-3240 jsem bezprostiedn¢ po rozmrazeni bun¢k pouzivala EMEM2 médium
pfipravené pro tuto bunécnou linii (Tab. 5) s 20% fetalni bovinnim sérem (FBS) a bez
gentamicinu, ktery jsem piidavala az po druhé pasazi. Stejné tak jsem pro rozmrazeni
linie FaDu buiiky kultivovala v kompletnim EMEM1 médiu (Tab. 5) s 20% FBS. Pocet
rozmrazovanych bun&k byl: FaDu 5 x 10%, CRL-3240 4 x 10° HaCaT 1 x 10°
a SiHa 1 x 10°,

Rozmrazeni probihalo ponofenim zkumavky s buitkami do vody o 37 °C,
nasledné byly buiiky pfeneseny do 15 ml zkumavky s 9 ml média a centrifugovany
v centrifuze Universal 320R (Hettich, Némecko) 10 min na 350xg pfi 4 °C. Zkumavky
jsem poté vyndala, odstranila supernatant a pelet resuspendovala v 7 ml
temperovaného média. Ve jsem pipetou pienesla na 25cm? kultivaéni lahev. Inkubace
bunécnych kultur probihala v CO; inkubatoru MCO 170AIC (Panasonic, Japonsko) pii
teploté 37 °C a 5 % COz.

Pasaz bunék FaDu byla provedena po 24 h, dalsi pasaze nasledovaly za 48 h.
Bunécné linie CRL-3240, SiHa a HaCaT byly vZdy pasaZovany po 48 h.

Nejprve jsem z kultivaéni lahve odstranila vS§echno médium a provedla oplach
bunck 3 ml 1x koncentrovanym Trypsin/EDTA (Biosera, Francie) pro lahev o velikosti
25 cm?. Znovu jsem ptidala 1 ml Trypsin/EDTA. Lahev jsem inkubovala v CO;
inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5 % CO2 3 min u bunécéné linie SiHa a HaCaT, 15 min
FaDu a 30 min CRL-3240. Buiky jsem kontrolovala pod inverznim mikroskopem
NIB100F (Novel, Cina), zda se oddélily ode dna lahve. Poté jsem inaktivovala
Trypsin/EDTA 4 ml temperovan¢ho kompletniho média. U bun€k CRL-3240 a FaDu

jsem pienesla cely objem na 75 cm? kultivaéni lahev a doplnila to 15 ml temperovanym
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kompletnim médiem. Linii SiHa a HaCaT jsem pasdZovala na 75 cm? kultivaéni lahev
vpoméru 1:5. K pasidzovani bunék na 75 cm? kultiva¢ni lahvi jsem pouzila 6 ml
Trypsin/EDTA na oplach a nasledn¢ 3 ml na oddéleni bun€k ode dna lahve, médium jsem
vzdy doplnila na 15 ml. Pro izolaci RNA jsem pouzila bunky po tieti pasdzi a vzdy jsem

bunky pted izolaci pocitala v Biirkerové komdrce.

5.9 lzolace RNA z bunécnych linii

Izolaci RNA zbunéénych linii jsem provedla pomoci mirVana™ miRNA
Isolation Kitu s fenolem (Ambion, USA) dle firemniho protokolu. K izolaci bun¢k pro
ovéteni exprese miRNA v bunéénych liniich po analyze sekvenace nové generace jsem
pouzila 2 — 3 miliony bun€k. Pro izolaci bunééné RNA z bunék transfekovanych
mimikujici ¢i inhibitorovou miRNA ¢i jejich netransfekovanych kontrol jsem méla
k dispozici 5x10° bun&k a tuto RNA jsem nésledné pouzila k ovéfeni exprese
transfekovanych miRNA. Vzdy jsem ke vzorktim ptidala negativni kontrolu izolace.

Bunky jsem inkubovala v roztoku trypsin/EDTA, poté, co se oddélily ode dna
kultiva¢ni lahve jsem inaktivovala trypsin/EDTA kompletnim médiem. VSe jsem
pipetovala do 15ml zkumavek a centrifugovala v Universal 320R (Hettich, Némecko)
10 min na 350xg pti 4 °C. Po odstranéni média jsem pelet resuspendovala v 1 ml 1x
fostatového pufru (PBS, phosphate buffered saline) (Biosera, Francie) a znovu
centrifugovala 10 min na 350xg pii 4 °C. Po Setrném odstranéni PBS jsem pelet
resuspendovala ve 400 ul Lysis/Binding pufru az do tplné lyze bunck. Déle jsem piidala
40 pl roztoku miRNA Homogenate Additive, vSe jsem fadné¢ promichala a nechala
inkubovat 10 min na ledu. Poté jsem ptidala 400 ul smési kyselého fenol-chloroformu,
dikladné promichala a centrifugovala v odstfedivce Eppendorf 5424 (Eppendorf,
Némecko) 5 min pti 10 000xg. Do ¢isté zkumavky jsem pipetou prenesla horni vodnou
fazi, ke které jsem ptidala 563 ul 100% etanolu. Smés jsem po 700 pl nanesla na filtra¢ni
kolonky, pfipravené v 1,5ml zkumavkach a centrifugovala 30 spii 10 000xg,
prefiltrovanou tekutinu jsem slila a postup opakovala, dokud se neptefiltroval vSechen
vzorek. Nésledovaly promyvaci kroky, kdy jsem na kolonku postupné pipetovala 700 pl
roztoku promyvaciho miRNA 1 (miRNA Wash Solution 1), centrifugovala 30 s pii
10 000xg a dvakrat 500 ul roztoku promyvaciho miRNA 2/3 (miRNA Wash Solution
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2/3) a znovu centrifugovala 30 s pii 10 000xg. Pro celkové odstranéni promyvaciho
roztoku z filtru jsem provedla centrifugaci 1 min pfi 10 000xg. Kolonku jsem pienesla do
Cist¢ 1,5 ml zkumavky a na stied filtru jsem pipetovala 50 pl elu¢niho roztoku
vytemperovaného na 95 °C. Zavére¢na centrifugace probihala na 20 000xg po dobu 30 s.
Tento krok jsem znovu opakovala s dal§imi 50 pl elu¢niho roztoku. Koncentraci RNA
jsem méftila na NanoDropu 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky RNA jsem

uchovala v mrazni¢ce na -80 °C.

5.10 Ovéreni exprese miRNA v bunécnych liniich

K ovéteni exprese vybranych miRNA ve vSech bunéénych liniich jsem pouzila
metodu RT-qPCR (reverse transcription quantitative PCR) s vyuzitim specifickych
TagMan MicroRNA sond dodavanych spolu s pfisluSnymi primery (Thermo Fisher
Scientific, USA) (Tab. 6) a TagMan MicroRNA Reverse Transcription kitu (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Ptiprava smési pro reverzni transkripci probihala na ledu. Samotné reakce méla
objem 15 pl. Nejprve jsem si pfipravila 7 pl smési skladajici se z 1x koncentrovaného
pufru RT, ImM dNTPs, 50 U MultiScribe™ reverzni transkriptazy a 3,8 U RNase
inhibitoru. Nasledné jsem ptidala 3 pl 5% koncentrovaného ptislusného primeru a poté
jsem pipetovala 10 ng RNA v 5 pl vody prosté RNaz. Vzdy jsem pouzila negativni
kontrolu, u které jsem ke smési s primerem pro referenéni RNA RNU48 (small nucleolar
RNA, C/D box 48), ptidala vodu prostou RN4az namisto templatové RNA, taktéz jsem
pouzila pozitivni kontrolu, kde jsem ke smési s RNU48 primerem piidala RNA bunécné
linie SiHa. Pfipravenou smés jsem 5 min inkubovala na ledu a nasledné vlozila do cykleru
GeneAmp PCR Systém 9700 (Applied Biosystem, USA) za podminek: 16 °C po dobu
30 min, 42 °C po dobu 30 min a 85 °C po dobu 5 min.

Reakce pro qPCR (quantitative PCR) jsem pipetovala na ledu ¢i v chladicim
stojanku ve zhasnutych laminarnich boxech. Pro ptipravu standardni kiivky o péti bodech
jsem si nejprve pfichystala fedici fadu cDNA, kterou jsem ziskala reverzni
transkripci RNA izolované z bunéénych linii SiHa a CRL-3240. Pouzila jsem nefedénou
cDNA, dale pak 3%, 9%, 27x a 81x fedénou cDNA v triplikatech. Standardni kiivku jsem

zhotovila pro vSechny sondy v tabulce €. 3. Analyzu diferencialni exprese jsem provedla
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na 3% fedéné cDNA. Reakce o celkovém objemu 10 pl se skladala z 1x koncentrovaného
TagMan Universal PCR MasterMixu, no AmpErase UNG (Thermo Fisher Scientific,
USA), 1x koncentrované TagMan sondy, 2 pul cDNA o pfislusném fedéni a 2,5 ul vody
prost¢ RNaz. Kazdy vzorek byl pfipraven a pipetovan do 0,1ml zkumavek v triplikatu.
Vzdy jsem k reakci ptidala negativni kontrolu, u které jsem ke smési se sondou pro
referencni RNA RNU48 pfidala namisto templatové RNA vodu prostou RNaz.
Amplifikacni reakce probihala v cykleru RotorGene 3000 (Qiagen, Némecko) za
podminek: inkubace 2 min pii 50 °C, aktivace polymerazy 10 min pii 95 °C, 40 cykla
skladajicich se z 95 °C po dobu 15 s a 60 °C po dobu 60 s.

Tab. 6 Prehled pouzitych TagMan MicroRNA sond pro kontrolni bunécné linie.

TagMan
MicroRNA Sekvence maturované miRNA
sonda
hsa-miR-199a-
3p
hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-21* CAACACCAGUCGAUGGGCUGU
hsa-miR-139-5p | UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG
hsa-miR-20b ACUGUAGUAUGGGCACUUCCAG
TagMan
MicroRNA Kontrolni sekvence
kontrolni sonda

ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA

GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGCCATCA

RNU48 CCGCAGCGCTCTGACC

Amplifikacni kiivky byly hodnoceny software Corbett Rotor-Gene 6000 v.1.7
(Qiagen, Némecko). K vyslednym kiivkam jsem importovala hodnotu prahu detekce
fluorescence (threshold), kterou jsem pro danou sondu stanovila pomoci standardnich
kiivek, a ziskala Ct hodnoty vzorkil. Analyzu relativni kvantifikace jsem provadéla
pomoci softwaru GenEx v.6 (MultiD Analyses AB, Svédsko). Pro normalizaci dat jsem
pouzila referen¢ni kratkou nukledrni RNA RNU4S, kterou jiz diive pouzila k analyze
diferencialni exprese miRNA Zuzana Vojtéchova, Ph.D. a byla vybrana na zakladé
literatury jako kratkd RNA se stabilni expresi. VZdy jsem provedla korekci u¢innosti

amplifikace.
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Pro vSechny vzorky jsem stanovila:
ACtvzorek = Ctstudované miRNA — Ctreferenéni miRNA (RNU48)

ACtatibrator (HaCaT) = Ctstudovand miRNA — Clrefereneéni miRNA (RNUA48)

Poté jsem urcila:
AACt = ACtstudované miRNA — ACtkalibrétor (HaCaT)
pro relativni kvantifikaci sledované miRNA mezi kontrolnim vzorkem

a testovanym vzorkem a vyjadfila jako 2-44¢t

5.11 Transfekce mimikujici/inhibujici miRNA do bunéénych linii

Pro transfekci vybranych mimikujicich a inhibujicich miRNA jsem pouzila
bunécné linie CRL-3240 a FaDu. Bunécnou linii FaDu, kterd je negativni na HPV, jsem
transfekovala mimikujici miR-9-5p, protoze exprese této miRNA na zakladé¢ mého
ovéfeni exprese miRNA v bunééné linii, neni zvySena (FC nizsi nez 1,58) (Kap. 6.6). Na
zakladé svych vysledkli ze sekvenovani nové generace (Kap. 6.5), jsem vybrala
a transfekovala mimikujici miR-139-5p (Invitrogen, USA) do bunécné linie CRL-3240
pozitivni na HPV. MiR-139-5p vysla jako miRNA, ktera ma snizenou diferencialni
expresi v nadorech pozitivnich na HPV (FC nizsi nez 1,58). Bunécnou linii CRL-3240
jsem také chtéla transfekovat inhibujici miR-9-5p (Invitrogen, USA), diivodem je
zvySend exprese miR-9-5p v nddorech pozitivnich na HPV (FC vyssi nez 1,58), coz jsem
také potvrdila ovéfenim diferencidlni exprese miRNA v bunéénych liniich (Kap. 6.6)
a na zéklad¢ literatury (Vojtechova et al., 2016; Bozinovi¢ et al., 2019). Inhibujici
miR-9-5p jsem nakonec k transfekci nepouZzila, z divodid neuspéSné optimalizace
pozitivni kontroly inhibitoru.

Jako pozitivni kontrolu transfekce mimikujici miRNA jsem pouzila miR-1
(Invitrogen, USA), kterd se bézn¢ vyskytuje jen v lidskych svalovych buiikach. Inhibujici
let-7c miRNA (Invitrogen, USA) slouZila jako pozitivni kontrola pfi transfekci inhibujici
miRNA miR-9. Vzdy jsem pouzila téZ negativni kontroly, a to mirVana™ miRNA
Mimic, Negative Control #1(Invitrogen, USA) pro mimikujici miRNA a mirVana™

miRNA Inhibitor, Negative Control #1 (Invitrogen, USA) pro inhibujici miRNA.
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VSechny transfekéni pokusy byly porovnany s netransfekovanymi buiikami a byly
provedeny v biologickych duplikatech.

Pfed samotnou transfekci jsem optimalizovala pouzit¢  mnozstvi
mimikujicich/inhibujicich miRNA pro transfekce za vyuziti ¢tyt fedéni (5 pmol, 15 pmol,
30 pmol a 60 pmol) pozitivnich kontrol miR-1 a let-7c. U inhibitoru let-7¢ se tato
mnozstvi neprojevila na inhibici bunééné miRNA, proto jsem aplikovala vyssi latkové
mnozstvi inhibitoru, a to 80 pmol, 100 pmol, 120 pmol a 150 pmol. Poté jsem pouzivala
5 pmol mimikujici miR-9 pro bunécnou linii FaDu a 15 pmol mimikujici miR-139 pro
bunécnou linii CRL-3240, mnozstvi inhibujici miRNA se mi nepodafilo optimalizovat.

Bunééné linie jsem kultivovala dle postupu popsaného v predchozi podkapitole
5.8.2. Po tteti pasazi jsem buiiky v duplikatech nasadila na 6-jamkovou desticku ve 2 ml
kompletniho média. Nasazovala jsem 15 x 10* bun&k CRL-3240 a 10 x 10* bun&k FaDu.
Po 24 h jsem odebrala kompletni médium a ptfidala médium bez antibiotik. 48h po
nasazeni dosahovala konfluence bun¢k pozadovanych 30 % — 50 % nutnych k transfekci
(Obr. 8).

Ve zkumavce jsem v 250 pl Opti-MEM média rozpustila 5 pl transfekéniho
¢inidla Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) pro jednu jamku desticky a smés
inkubovala 5 min pii pokojové teploté. Poté jsem rozpustila 5 pmol (FaDu) ¢i 15 pmol
(CRL-3240) mimikujici miRNA v 250 pl Opti-MEM média, pipetovala k 250 pl smési
s Lipofectaminem 2000 a v§e inkubovala 20 min pfi pokojové teploté. BEhem této doby
jsem v 6-jamkovych destickdch vyménila médium za cerstvé médium bez antibiotik
a pridala 500 pl smési Lipofectaminu s miRNA ke konkrétnim bunkam. Po 6 h inkubaci
v COz inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5 % COz jsem opét vymeénila médium za Cerstvé
médium bez antibiotik. Inkubace déale pokracovala v CO; inkubatoru pfi teploté 37 °C
a5 % COz po dal$ich 42 h.

Po uplynuti 2 dnt od transfekce jsem izolovala RNA podle postupu popsaném
v podkapitole 2.9.
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Obr. 8 Bunécné linie v den transfekce miRNA. Vlevo — FaDu, vpravo — CRL-3240. ZvétSeni
100%, inverzni mikroskop NIB10OF.

5.12 Ovéreni transfekce mimikujicimi/inhibujicimi miRNA

U transfekovanych bunécnych liniich jsem detekovala miRNA pomoci RT-qPCR
stejné jako u netransfekovanych bunck (Kap. 5.10), pouziti nckterych TagMan
MicroRNA sond se vSak lisilo (Tab. 7). Sondy spolu s primery byly vybrany tak, aby
odpovidaly transfekovanym miRNA. Postup reverzni transkripce a kvantitativni PCR je
popsan v kapitole 5.10.

Jako endogenni kontrolu pro normalizaci jsem znovu pouzila referenéni RNA
RNU48 a data analyzovala stejnym postupem popsanym v kapitole 5.10. Pouze jsem
pouzila jiny kalibrator, a to netransfekované buiiky (NB).

ACltalibrator NB) = Ctstudovans miRNA — Clireferenéni miRNA (RNU4S)
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Tab. 7 Prehled pouzitych TagMan MicroRNA sond pro transfekované bunky.

TagMan MicroRNA Assay Sekvence maturované miRNA
hsa-let-7c UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
hsa-miR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG

TagMan MicroRNA kontrolni sonda | Kontrolni sekvence

GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTG
ATGCCATCACCGCAGCGCTCTGACC

RNU48
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6 Vysledky

6.1 lzolace nukleovych kyselin

M4 prace navazuje na vyzkum Zuzany Vojtéchové, Ph.D., ktera k izolaci
nukleovych kyselin z FFPE vzorki pouzila RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation
Kit (Ambion, USA). Protoze jsem chtéla zachovat shodny postup z predeslé studie,
pouzila jsem stejny kit pro izolaci ze vzorki VIN, V2N, V4T, V8N, C17T, C17N, C19N
a CT1 (Tab.8). Izolovanda RNA vsak nedosahovala pozadované koncentrace pro
sekvenovani nové generace. Tato poZzadovana koncentrace se liSila dle mista sekvenace,
z diivodt pouziti riiznych kiti pro piipravu knihovny. Pozadovana koncentrace servisnim
pracovistém v Chorvatsku byla 200 ng/ul a v Némecku 67 ng/ul. Abych zjistila, zda je
rozdil v izolovaném typu tkané, pouzila jsem k izolaci dva vzorky tonsil TT1 a TT2.
V ptedchozi studii dosahovaly koncentrace izolované RNA z FFPE tonsil rozmezi
27 ng/ul az 475 ng/ul. Koncentrace RNA ve vzorcich TT1 a TT2 byla pouze 13 ng/ul
a 14 ng/ul. Zkusila jsem zménit metodu a vyuzit jiné kity ur¢ené k soucasné izolaci RNA
a DNA AllPrep® DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen, USA) a TRIzo[™ Reagent
(Invitrogen, USA) pro izolaci RNA na tkani cervixu (CT1-4) (Tab. 8). Nicméné hodnoty
poméru absorbanci izolované RNA pii vlnovych délkach 260/280, az na jeden vzorek
(CT3), nedosahovaly hodnot stanovenych pro nukleové kyseliny, které je v rozmezi
1,8-2,0.

Na zéklad¢ ptedchozich vysledkli jsem kizolaci pouzivala kit AllPrep®
DNA/RNA FFPE (Qiagen, USA) s modifikovanym protokolem, se kterym koncentrace
RNA a DNA u d¢asti vzorkli dosahovala potiebného mnozstvi k sekvenovani
(Tab. 9 —11).

Izolaci AllPrep® DNA/RNA FFPE kitem jsem provedla celkem na 70 FFPE
vzorcich. Vzorky byly znac¢eny: TT — nadorova tkan tonsily, CT — cervix nadorova tkan,
CN — cervix zdrava tkan, VT — vulva nadorova tkan, VN — vulva zdrava tkan, AC — anus
nadorova tkan, ACN — anus zdrava tkan. Vzorki z oblasti vulvy bylo celkem 31, z nichz
bylo 7 vzorkii zdrava tkan a 24 vzorkl nddorova tkan (Tab. 9). U vzorki V6T a V8T jsem
vzhledem k nizké koncentraci RNA jiz nepokracovala v izolaci DNA. Z cervikalni

oblasti bylo 18 vzork, z nichZ bylo 6 vzorki zdravé tkan¢ a 12 nadorové tkané. U vzorku
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C3T se nepodatilo izolovat RNA (Tab. 10). Z andlni oblasti jsem méla k dispozici celkem

21 vzorkd, z toho 2 vzorky zdravé tkané a 19 vzorki analnich karcinomi (Tab. 11).

Tab. 8 Porovnani metod izolace DNA/RNA vzorkd. R — RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Q — AllPrep® DNA/RNA/miRNA Universal Kit, T - TRIzo/™ Reagent,
X —neizolovano.

Oznaceni ., Metoda
vzorku  |Materiall o lace A260/280 A260/280
(ng/wl) (ng/nl)

V1N vulva R 3,20 2,59 12,80 2,04
V2N vulva R 3,40 4,35 5,30 2,64
vaT vulva R 57,00 2,03 6,00 2,51
V8N vulva R 4,00 2,18 10,00 2,19
C17T cervix R 4,90 2,04 12,90 1,94
C17N cervix R 4,20 2,36 1,90 5,98
C19N cervix R 2,50 6,00 6,90 2,47
TT1 tonsila R 13,30 1,92 93,00 2,49
TT2 tonsila R 14,20 1,95 94,90 2,34
CT1 cervix R 2,50 2,51 X X
CT2 cervix T 67,40 1,59 X X
CT13 cervix Q 28,10 1,82 X X
CT4 cervix T 40,20 1,62 X X
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Tab. 9 Piehledova tabulka izolovanych vzorkli vulvarni oblasti s namétfenou koncentraci

a absorbanci RNA a DNA.

Ornaceniviorku | TYP tine A260/280
V1T nadorova 19,90 2,07 68,20 2,04
V2T nadorova 158,90 1,84 126,90 1,90
V3T nadorova 262,00 1,94 160,70 1,82
V5T nadorova 65,80 1,98 22,30 1,74
VeT nadorova 20,70 1,95 X X
V7T nadorova 62,40 1,85 50,30 1,82
V8T nadorova 14,10 2,26 X X
V10T nadorova 21,80 1,89 37,50 1,82
V10N zdrava 26,40 1,99 25,60 2,21
V12T nadorova 144,10 1,91 184,70 1,85
V12N zdrava 5,30 2,78 5,20 4,67
V13T nadorova 35,30 2,00 48,80 1,86
V13N zdrava 8,60 2,10 10,20 1,69
V14T nadorova 43,10 1,99 37,90 1,85
V14N zdrava 8,10 2,84 7,60 4,98
V15T nadorova 224,90 1,91 243,20 1,82
Vil nadorova 160,10 1,86 71,30 1,76
VieT nadorova 513,50 1,86 181,80 1,85
V17T nadorova 426,90 1,90 350,40 1,87
V18T nadorova 362,70 1,94 362,40 1,84
V19N zdrava 113,70 1,85 316,30 1,88
V20N zdrava 505,80 1,89 224,00 1,86
V21N zdrava 210,90 1,89 206,00 1,85
V22 nadorova 63,90 1,91 5034,60 2,04
V23 nadorova 306,00 1,94 1222,60 1,93
V24 nadorova 326,70 2,02 1856,30 2,05
V25 nadorova 134,50 1,86 2649,70 2,03
V26 nadorova 213,20 1,91 1240,70 2,01
V27 nadorova 64,70 1,54 542,00 1,99
V28 nadorova 108,60 1,68 174,50 1,96
V29 nadorova 161,20 1,99 43,30 1,94
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Tab. 10 Prehledova tabulka izolovanych vzorkil cervikalni oblasti s naméfenou koncentraci
a absorbanci RNA a DNA. x —neizolovano.

Oznacentvzork | Typ th@n€
C1iT nadorova 33,10 2,00 95,60 1,85
C2T nadorova 179,50 1,97 196,20 1,90
C2N zdrava 31,70 2,00 67,50 1,92
Cc3T nadorova X X 69,30 1,92
C5T nadorova 57,00 1,93 113,00 1,81
ceT nadorova 61,60 1,92 129,50 1,82
C9N zdrava 7,60 2,24 17,30 1,99

c12T nadorova 39,40 1,68 248,50 1,89
C12N zdrava 31,30 1,98 53,00 1,89
C15T nadorova 30,80 1,90 139,00 1,83
C18T nadorova 20,30 1,97 58,40 1,90
C19T nadorova 511,30 1,92 42,50 1,93

C20 nadorova 68,20 1,91 356,40 1,86

cat nadorova 232,50 1,92 656,00 1,83
C13T nadorova 263,20 1,90 184,00 1,82
C21IN zdrava 553,10 1,93 957,90 1,86
C22N zdrava 394,50 1,87 562,80 1,86
C23N zdrava 366,50 1,91 324,10 1,87

Tab. 11 Prehledova tabulka

izolovanych vzorkli andlni oblasti s naméfenou koncentraci

a absorbanci RNA a DNA.
Oznageni K kéng RNA DNA
znacenivzorku | Typ tkane Nanodrop (ng/ul) | A260/280 | Nanodrop (ng/ul) | A260/280
AC12 nadorova 117,70 1,75 622,00 1,97
AC26 nadorova 29,30 1,53 102,30 1,92
AC34 nadorova 134,60 1,97 20,30 1,88
AC35 nadorova 65,90 1,43 152,30 1,94
AC36 nadorova 45,10 1,96 419,50 1,99
AC37 nadorova 56,50 1,47 37,20 1,89
AC38 nadorova 1826,40 2,01 1327,30 1,96
AC39 nadorova 416,30 1,97 705,60 1,94
AC40 nadorova 158,60 1,96 639,40 1,95
AC41 nadorova 58,50 2,03 283,00 1,94
AC42 nadorova 29,90 1,98 342,70 2,01
AC43 nadorova 574,20 2,01 582,00 1,99
AC44 nadorova 192,10 1,97 150,00 1,78
AC45 nadorova 31,80 1,60 121,10 1,95
AC46 nadorova 166,90 1,94 2807,40 2,01
AC47 nadorova 136,70 1,88 442,30 2,01
AC48 nadorova 268,20 1,96 2514,30 2,01
AC49 nadorova 238,20 2,01 263,20 1,93
AC50 nadorova 54,30 1,96 241,50 1,96
ACN1 zdrava 117,60 1,91 678,40 2,02
ACN2 zdrava 317,20 1,91 113,00 1,96
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6.1.1 Urceni délek fragment( DNA

K urceni délky fragmenti DNA jsem pouzila smés primert pro referencni gen
GAPDH, jenz jsou navrZeny tak, aby jejich amplikony dosahovaly délek 100 pb, 200 pb,
300 pb a 400 pb (Beers et al., 2006) (Obr. 9).

Detekei fragmentti DNA jsem provedla na vSech izolovanych vzorcich (Tab. 12).
Maximalni délky fragmentu 100 pb dosahovalo 6 (9 %) vzorkd, 200 pb 21 (31 %) vzorkd,
300 pb 5 (7 %) vzorkii a 400 pb 36 (53 %) vzorkl vulvy, cervixu a anu (Obr. 10). Tyto
informace mi slouzily jako ukazatel miry fragmentace DNA a pro srovnani s naslednou

detekci genu E6 na DNA pomoci PCR, kde o¢ekdvana délka amplikont je 248 pb.

Vil V16T V17T V18T V19N V20N V2IN K- K+

HaCaT

Obr. 9 Produkty amplifikace genu GAPDH. LR — GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, USA), K- — negativni kontrola, K+ — pozitivni kontrola HaCaT.

14
12

10

pocet vzork
[e)] (0]

H

N

vulva cervix anus
100 pb 200 pb 300 pb  W400pb

Obr. 10 Srovnani poctu vzorkd podle maximalni detekované délky amplikonti genu GAPDH
v tkanich vulvy, cervixu a anu.
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Tab. 12 Ptehled velikosti fragmenti DNA u jednotlivych vzork. Vzorky oznafené + jsou
pozitivni, - negativni, +- slabé pozitivni.
Oznateni | GAPDH ’ GAPDH | GAPDH | GAPDH

Oznadeni | GAPDH ‘ GAPDH ‘ GAPDH ‘ GAPDH

vzorku 100 pb | 200 pb | 300 pb | 400 pb vzorku 100 pb | 200 pb | 300 pb | 400 pb

ViT + + +- +- C1T + + - -
\74) + i - - cat + = = -
V3T + + - - C2N + + + -
V5T + i A= +- c3T + = = -
V7T + - - - C5T + + + +
V10T + i - - ceT + + = -
V10N + + - - C9N + + + +
viat + i - - ciat + + + +
V12N + + + + C12N + + + +
V13T + + - = C15T + + + +-
V13N + + +- +- C18T + + + +
V14T + + + C19T + + + +
V14N + + + + C20 + + + +
V15T + + - - CaT + + + +
V11 + + C13T + - - -
V16T + + + - C21IN + + + +-
V17T + + - - C22N + + + +
V18T + + + + C23N + + + +
VI9N + + + + AC12 + + - -
V20N + + + + AC26 + + - -
V21N + + + + AC34 + + - -
V22 + + - - AC35 + +
V23 + + + + AC36 + +
V24 + + +- + AC37 + + - -
V25 + + - AC38 + + + +
V26 + +- - AC39 + + + +
V27 + + + - AC40 + + + +
V28 + + + + AC41 + + + +
V29 + + + - AC42 + + + +
AC43 + + + +-
AC44 + + + +
AC45 + - - -
AC46 + + +- -
AC47 + + + +-
AC48 + +- - -
AC49 + + + +
AC50 + + + +
ACN1 + + - -
ACN2 + + + +
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6.2 Urceni genotypu papilomaviru

Na vsech vzorcich jsem provedla PCR amplifikujici 150 pb dlouhou oblast genu
(Obr. 11). Produkty PCR jsem nanesla na kontrolni elektroforézu, a déle je vyuzila pro
urCeni pfitomného genotypu HPV metodou RLB (Tab. 13) (Kap. 5.3). Tato metoda
umoznuje identifikovat 37 typt HPV a priikaz infekci vice typy HPV (Obr. 12).

Z celkového poctu 68 testovanych vzorkil bylo 38 (56 %) vzorkl pozitivni na
HPV, z nichz 35 (92 %) bylo pozitivnich na HPV16. VSechny vzorky s nddorovou tkani
cervixu byly pozitivni na HPV, z toho 10 (83 %) vzorkl bylo pozitivnich na HPV16. Dva
vzorky byly pozitivni na HPV45 (C12T, C12N), oba byly ziskany od jednoho pacienta,
u které¢ho se virus mohl rozsifit i do okolni zdravé tkan¢. Dale jsem identifikovala vzorek
CI1T jako pozitivni na HPV39. Z 19 vzorkti nadorové tkan¢ analni oblasti bylo 16 (84 %)
vzorkl pozitivnich na HPV 16, jeden vzorek (AC43) byl pozitivni na 3 typy papilomavirt
16, 18 a 44 a zbylé 3 vzorky byly negativni na HPV. Z 22 vzorkli vulvarnich karcinom
bylo pouze 9 (41 %) vzorkl pozitivnich na HPV16, zbylé vzorky naddorové tkané byly
negativni na HPV.

K- AC38 AC39 AC40 AC41 K-2 532 5160 S800 H51

190 pb -

147 pb -
100 pb -

Obr. 11 Vizualizace PCR s primery amplifikujicimi gen L1 (150 pb). Amplikony délky 150 pb
jsou posunuty, kvili odlisné koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku a zebfic¢ku a jeji vazbé na
GelRed™ (Biotium, USA), ktery tak méni jejich mobilitu. Spravnost amplikont jiZz byla v nasi
laboratofi provéfena. L — zZebficek pUC19 DNA/Mspl; K- — negativni kontrola izolace;
K-2 — negativni kontrola PCR; S32, S160, S800 — SiHa (pocet kopii HPV16/reakci);
H51 - HPVSI.

61



prézdné

Obr. 12 Lumifilm exponovany 5 min. Vertikalni osa — nanesené vzorky, horizontalni osa — typ

HPV.
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Tab. 13 Ptehledova tabulka vysledki elektroforézy amplikont L1 (150 pb) a E6 (248 pb) spolu
s genotypy HPV u jednotlivych vzorki.

Oznacen Oznacen Oznacen
i vzorku i vzorku i vzorku

V1T - 16 + ciT + | 39 - AC12 + 16 +

V2T - - - c2t + | 16 + AC26 - - -

V3T - - - C2N - - - AC34 - - -

V5T + | 16 + C3T + | 16 - AC35 + 16 +

V7T - | - - csT + | 16 + AC36 + | 16 +
V10T + | 16 + ceT + | 16 + AC37 + 16 +
V10N + | 16 - C9N - | - - AC38 + | 16 +
V12T - - - c121 + | 45 - AC39 + | 16 +
V12N - - - C12N + | 45 - AC40 + 16 +
V13T - - - C15T + | 16 + AC41 + 16 +
V13N - - - C18T + | 16 + AC42 + 16 +
V14T - - - C19T + 16 + AC43 + 16418' +
V14N - - - Cc20 + | 16 + AC44 + 16 +
V15T - - - car + | 16 + AC45 + 16 +

Vi1 - - - C13T + | 16 - AC46 + 16 +
V16T + | 16 + C21N - - - AC47 + 16 +
V17T + | 16 + C22N - - - AC48 - - -
V18T + 16 + C23N - - - AC49 + 16 +
V19N - - - AC50 + 16 +
V20N - - - ACN1 - - -
V21N - - - ACN2 - - -

V22 - - -

V23 - - -

V24 - - -

V25 - - -

V26 - - -

V27 + 16 +

V28 + 16 +

V29 - - -
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6.3 Detekce genu E6 HPV16

Na DNA vsech izolovanych vzorki jsem provedla detekci genu E6 pro
papilomavirus typu 16 (Obr. 13) (Tab. 13).

Z celkem 35 vzorki pozitivnich na HPV16, bylo 32 (91 %) vzorki pozitivnich
také na PCR s primery pro gen E6. Pouze vzorky C3T, C13T a V10N, které patiily mezi
pozitivni na HPV16, byly i po druhém opakovani PCR oblasti E6 negativni. Divodem
muze byt vysoka fragmentace DNA u téchto vzork, pii kontrolni PCR amplikony vzorku
C3T a C13T dosahovaly maximalni délky 100 pb, u vzorku V10N dosahovaly maximalni
délky 200 pb (Kap. 6.1.1). Ze 30 vzork, které na typizaci vysly negativni na pritomnost
papilomaviru, se vSechny potvrdily jako negativni pro gen E6 HPV16. Tii vzorky (C1T,
C12T, CI12N) pozitivni na jiny typ HPV, nez je HPV16, také spravné nevykazovaly
pfitomnost genu E6 HPV16.

LR AC26 AC35 AC36 V28 ACN1 ACN2 K- K+
SiHa

Obr. 13 Produkty amplifikace genu E6 (248 pb). Amplikony délky 248 pb jsou posunuty, kvili
odlisné koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku a Zebticku a jeji vazbé na GelRed, ktery tak
méni jejich mobilitu. Spravnost amplikoni jiz byla v nasi laboratofi provétena. LR — GeneRuler
Low Range DNA, K- — negativni kontrola, K+ — pozitivni kontrola SiHa DNA.
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6.4 Prukaz aktivni infekce HPV

Pro charakterizaci vzorki jsem také provadéla detekci aktivni transkripce virového
onkogenu E6. K reverzni transkripci jsem nejprve pouzila reverzni transkriptazy SCRIPT
Reverse Transcriptase a M-MLV Reverse Transcriptase, ale pii kontrolni PCR pro
B-globin nevznikaly zaddné ¢i vznikaly pouze nespecifické produkty (Obr. 14). Nasledné
jsem na vzorcich vulvy a anu provedla porovnani dalSich reverznich transkriptaz
LunaScript® RT SuperMix Kit a ProtoScript® II Reverse Transcriptase. Také jsem
zkusila zménit detekovany gen pro kontrolni PCR na HPRT. Pti kontrolni PCR (HPRT
117 pb) jsem doséhla lepsich vysledki s reverzni transkriptazou ProtoScript II (Obr. 15),
proto jsem ji nasledné pouzila k reverzni transkripci vzorkll pfedbézné vybranych pro
sekvenovani, ale pouze 2 (AC12, AC35) z 21 vybranych vzorkii byly HPRT pozitivni
(Tab. 14). U 5 vzorka (AC12, AC34, AC35, ACNI a ACN2) jsem také znovu zkusila
kontrolni PCR pro B-globin a detekovala pozitivni pouze dva vzorky AC34 a ACN2
(Tab.14).

Vil V16T (4T C13T cCa23

Vil V16T C4T C13T cC23

Obr. 14 Vizualizace kontrolni PCR po reverzni transkripci pro B-globin (110 pb).

Gel ¢.1 — reverzni transkripce provedena SCRIPT Reverse Transcriptase, gel ¢. 2 — transkripce
provedena M-MLV Reverse Transcriptase, LR — GeneRuler Low Range DNA Ladder, K- —
negativni kontrola PCR, K- — negativni kontrola reverzni transkripce, K+ — pozitivni kontrola
SiHa.
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V28 ACl12 V26 K+ V28 ACl12 V26
L L L L P P P

DL

Obr. 15 Vizualizace vysledkd PCR s HPRT primery na cDNA (117 pb) za pouziti dvou riznych
reverznich transkriptdz. L — LunaScript® RT SuperMix Kit, P — ProtoScript® II Reverse
Transcriptase, K+ — SiHa, K- — negativni kontrola, DL — Zebficek pUC19 DNA/Mspl

Aktivni transkripci virového onkogenu detekci mRNA E6 se mi podatilo potvrdit
pouze u 2 vzorkl (AC12, AC35). U vzorki AC34, AC48 a ACN2 vysla kontrolni PCR
pozitivni, ale detekce mRNA E6 negativni, coZ potvrdilo absenci aktivni HPV infekce
v téchto vzorcich. U zbylych 16 vzorkl vysla kontrolni PCR negativni, proto jsem u nich
pouzila ovéfeni aktivni transkripce virovych onkogentl s vyuzitim dvojité pozitivity, a to
imunohistochemické detekce proteinu p16 a detekci HPV DNA (E6 a/nebo L1) (Tab. 8).
Pokud jsou oba tyto faktory pozitivni, je mozné infekci papilomavirem analogicky
k HNSCC oznacit jako aktivni.

Aktivni infekce byla urcena u 8 z 21 vybranych vzorkd vulvy, cervixu a anu

uréenych k sekvenovani nové generace.
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Tab. 14 Prehled vzorkii odeslanych na NGS a jejich charakteristika s vysledky analyz potvrzujici
aktivni infekci HPV16. N — analyza neprovedena, Sedé znaceni — vysledky potvrzujici aktivni
transkripci onkogent.

Oznaceni | Typ HPV HPRT | E6 cDNA B-globin Aktivni

cDNA cDNA pl16 E6 DNA infekce

vzorku (RLB) (117 pb) (86pb) (110pb) (248 pb) HPV

V16T 16 - -
V17T 16 - -
V18T 16 - -
V3T - - -
V15T - - -
Vil - - -
V19N - - -
V20N - - -
V21N - - -
C19T 16 - -
cat 16 - -
C13T 16 - -
C21N - - -
C22N - - -
C23N - - -
AC12 16 +
AC35 16 +
AC34 - N -
AC48 - +
ACN1 - - - - - - -
ACN2 - + - + - - -

Z|lZ2|Z2|I12|2|12|12|2|12|2|12|2|2|2|2
1
1
1

1
Z |+

67



6.5 Sekvenovani nové generace — analyza a statistické zpracovani

dat

Vsechny vzorky byly vybrany k sekvenaci na zaklad¢ typu tkan€, genotypu
papilomavirt (HPV16) s ohledem na aktivni transkripci onkogentt HPV a dostatecného
mnozstvi RNA pro sekvenaci.

K sekvenovani bylo pouzito celkem 30 vzorkti (Tab. 15). V Chorvatsku byly
sekvenovany vzorky vulvy, cervixu a tonsil, které¢ zahrnovaly nadorovou tkan pozitivni
na HPV16, nddorovou tkan negativni pro HPV a zdravou tkan. Vzorky analni tkdn¢ a ¢ast
prekryvajicich se vulvarnich vzorkt bylo sekvenovano v Némecku.

Soubor dat vulv, cervixu a tonsil zahrnoval vzdy tfi vzorky od kazdého typu tkané
s ohledem na ptfitomnost HPV. Andlni karcinomy obsahovaly vzorky pouze po dvou od
kazdého typu tkané, kvili nedostatku vzorkli zdravé tkané a vzorkd nddoru bez
ptitomnosti HPV, ze kterych jsem byla schopna ptipravit dostatek kvalitni RNA. VSechna
data diferencidlni exprese miRNA byla stanovena porovnanim nadorové tkané,
s ptihlédnutim na HPV status, se zdravou tkani stejné lokalizace, kterd slouzila jako

referenéni.

68



N + + + + - N - - 96'T | OO'ETT - - + - + 16T |0Z'LTE | 19N3 Z snue v ZNIY
N - - + + - N - - 70T | 0v'8/9 - - - - - 16T |09°/TT | 19IN3 Z shue v TNV
N - - —+ + - N - - 10 | 0E¥TSE - N N - + 96T | 0Z'89¢ | 19IN3 1 snhue -1V 8OV
N - - + + - N - - 88T | 0€0Z - N + - N L6'T | 09'FET | 19IN3 1 shue -1V PEJY
N - - + + + N at | + ¥6'T | 0ETST + + - + + EV'T | 06'99 | 19IN3 1 snhue +1V SEIV
N - - + + + N ar | + L6'T | 00279 + N - + + GLT |0L'/TT | 193 1 shue +1¥ (4%
N N N N N N + - - N 09'81T¥ - - N N N N Ov'e6r | gl Z B|lsuol | Yl | 8TTTYO
N N N N N N + - - N 0L'LTL - - N N N N 0£'867 | 4¥I Z B|lsuol | Hl | vZT TY0
N N N N N N + - - N 08°08T - - N N N N 06'C1E | 4l Z B|lsuol | H1 | 8ZT TYO
+ N N N N - + - - 78'T | 01°T61 - N + - N 96T |09'PEY | Yl 1 g|lsuol | -11 €93d4d
+ N N N N - + - - 78T | 08'C€E - N + - N 96'T | 0E'V6 a4l 1 g|lsuol | -11 93444
+ N N N N - + - - €8'T | 0008 - N + - N ¥8'T |09°20T | QY 1 g|lsuol | -11 093d4d
+ N N N N + + ar | + 08'T | OT'/ET + N + + N G6'T |0Z'9EZ | aul 1 g|lsuol | +11 | 0€3ddd
+ N N N N = + a1 | + €8T | 04'S0T & N + + N 16T |0E'STE | aul 1 g|lsuol | +11 | €T3ddd
+ N N N N + + at | - 08'T | OF'/T¥ + N + + N 16T |0Z'Z6E | aul 1 g|lsuol | +11 T3ddd
N + & = = - N - - L8'T | OT'WCE - - N - - 16T |05'99€ | &l Z XD =) NEZD
N + + + + - N - - 98T | 089S - - N - - [8T |0S'¥6E | Yl Z XA "l NZZ2
N [+ | + + + - N - - 98T | 06°/56 - - N - - €6'T |OT'ESS | &l Z XA =) NTZD
N - - - + - N ar | + 78'T | 00'F8T + + N - - 06T |0Z'€9Z | a¥l 1 X2 | +10D 1€1D
N + + + + + N ar | + €8T | 00959 + + N - - ¢6'T |0S'CEC | 8l 1 =0 | +10 17

N + + + + + N ar | + €6'T | 05Tk + + N - - Z6'T |OE'TTS | aul 1 2o | +10D 161D
N + + + + - N - - G8'T | 00907 - - N - - 68T |06°0TZ | Ayl Z BAINA A NTZA
N + + + + - N - - 98'T | 00'FTC - - N - - 68T |08'G0S | 4l Z BAINA A NOZA
N + + + + - N - - 88T | 0E91E - - N - - G8'T |OL'ETT | aul Z BAINA HA NETA
N - - + + - N - - 9T | 0ETL - - N - - 98T |0T'09T | &l 1 BAIDA T -1A TIN

N - - + + - N - - 78T | OZ'Evt - - N - - 16T |06'%2Z | Qul 1 BAINA | -1A 1STA
N - - + + - N - - 78T | 0£°091 - - N - - ¥6'T |0079C | 9l 1 BAIDA T -1A 1EN

N + + + + + N ar | + ¥8'T | Ob'e9€ + + N - - #6T |0LT9E | aYl 1 BAINA | +]A 18TA
N - - + + + N ar | + (8T | OF'0SE + + N - - 06T |06ty | 4l 1 BAINA | +1A LLIA
N - + + + + N ar | + 68T | 0B'T8T + + N - - 08T |0S'ETS | aul 1 BAINA | +]A 19TA

0

luageuz

30EUANYIS
sueyldA)
aoezijeyoT]

VYNQ uiqo|3-g
qd oor HadvD
qd 00€ HAdVYD
qd 00Z HadVYD
qd 00T HAdVYD
(qdotz) vNa
g1 wiqos-g
(qd 0sT) T1
o8z/09zv YNG
(m/3u) vyna
a2)Byul UAIDY
YN@> uiqojS-g
{9d9g) vNa? 93
082/092V YNY
{im/3u) vny

m
[
=]
=
=
B
[
o
Z

LTT) VNG 14dH

‘TuAnzod 2qe[s -+ ‘Tuanesau - ‘Tuanizod + ‘eusapaasordau ezATeue — N
‘uey) eARIpZ — 7 “Towrny — T ‘(oyoswrg N ) A1ojeroqe] ASojorg repnosfopy ueadoinyg — TNT ‘(0NsieATOYD)) S)NSUT TA0NsOq Jepny — Gyl
VAR 2sa1dXa TujerouaIafip niyord ruagin j ya4znod “2orIauss 9A0T WIUEAOUIANSS [IATBAOZATRUE II0ZA 20RZIIAINEIETY)) GT "qeL

69



Vzhledem k tomu, ze ptiprava knihoven pro sekvenovani probihala za pouziti dvou
odlisnych kiti a stejn¢ tak samotnd sekvenace byla provedena dvéma rlznymi
sekvenatory, nechala jsem v Némecku spolu s analnimi karcinomy sekvenovat také ¢ast
jiz analyzovanych vulvérnich vzorkd, které dale nebyly zahrnuty do analyzy diferencidlni
exprese miRNA. Tyto vzorky vulv slouzily k porovndni variability mezi odliSnymi
technologiemi a postupy piipravy knihoven pro sekvenovani, jak je vidét na obrazku 16,
kde jsem z dat relativni exprese miRNA vzorka vulv z Némecka a vzorkl analyzovanych
v Chorvatsku vytvofila PCA graf. Ten vzorky rozdé€luje podle jejich prvni nejvétsi
variabity (PC1) a podle druhé nejvétsi variabity (PC2). V grafu je vidét, ze vzorky
sekvenované v Némecku se shlukuji v odlisné ¢asti nez vzorky zpracované v Chorvatsku,
navzdory tomu, Ze se jednd o vzorky stejné (vulvarni) lokalizace. Z téchto vysledkil
vyplyvé, ze odlisSna metodologie piipravy sekvenacni knihovny a vlastni sekvenace
(Kap. 5.6) vnasi do vysledka chybu, diisledkem ¢ehoz jsou vzorky ve spole¢né analyze
neporovnatelné. Proto jsem, do zavérecné analyzy porovnavani diferencidlni exprese
miRNA mezi riznymi typy tkani nezatadila, vzorky andlnich karcinomu, které byly
sekvenovany v Némecku a netvorfily soubor dat o stejném poctu replikati jako data
exprese miRNA v analnich

vzorki zpracovanych v Chorvatsku. Diferencialni

karcinomech byla analyzovéana oddélen¢ pouze pro tyto vzorky.

PCA for Different Expression
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Obr. 16 Analyza hlavnich komponent (PCA). Porovnani expresnich profild miRNA mezi vzorky
zpracovanymi v Némecku (znaceno koleCkem) a v Chorvatsku (znac¢eno kostkou). VT+E —
HPV+ nadorova tkan vulv (Némecko), VT-E — HPV- nadorova tkan vulv (Némecko), VRE —
referen¢ni tkan vulv (Némecko), VT+I — HPV+ nadorova tkan vulv (Chorvatsko), VT-1 — HPV-
nadorova tkan vulv (Chorvatsko), VRI — referen¢ni zdrava tkan vulv (Chorvatsko), TT+I — HPV+
nadorova tkan tonsil (Chorvatsko, TT-I — HPV- nadorova tkan tonsil (Chorvatsko), TRI —
referencni zdrava tkan tonsil (Chorvatsko), CT+I — HPV+ nadorova tkan cervixu (Chorvatsko),
CRI — referen¢ni zdrava tkan cervixu (Chorvatsko).
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Z dat expresnich profili miRNA ziskanych v Chorvatsku, jsem nejprve vytvofila
PCA graf (Obr. 17), ktery ukazuje vyraznou variabilitu mezi tkéni tonsil a zbylymi typy
tkani vulvy a cervixu. Samotné tonsily tvofi dva shluky, a to z tonsil negativnich na HPV,
které jsou v piekryvu s referencni zdravou tkani tonsil, a z tonsil pozitivnich na HPV.
Jeden vzorek tonsil pozitivnich na HPV je vSak vyrazné odlehly a zasahuje do druhého
shluku z nddorové tkan¢ tonsil negativnich na HPV a zdravé tonsilarni tkané. Vulvarni
nadorova tkan negativni na HPV také tvofi jeden shluk, ktery se piekryva s cervikalni
nadorovou tkdni pozitivni na HPV. Oba tyto shluky jsou oddéleny od jejich referencni
zdravé tkané. Pouze nadorova tkan vulv pozitivni na HPV je distribuovana nepravidelné

mezi referen¢ni zdravou tkani a nddory vulvy negativnich na HPV.
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Obr. 17 Analyza hlavnich komponent (PCA) expresnich profildi miRNA mezi vzorky
zpracovanymi v Chorvatsku. TT+ — HPV+ nadorova tkan tonsil, TT- — HPV- nadorova tkan
tonsil, TR — referenéni zdrava tkan tonsil, VI+ — HPV+ nadorova tkan vulv, VT- — HPV-
nadorova tkan vulv, VR — referen¢ni zdrava tkan vulv, CT+ — HPC+ nadorova tkan cervixu, CR
— referencni zdrava tkan cervixu.

Zpracovana data s diferencialni expresi miRNA pro jednotlivé typy tkdni jsou
k nahlédnuti v ptiloze 1. Nejvétsi mnozstvi diferencidlné exprimovanych miRNA bylo
zjisténo u cervixu, a to 283 miRNA z nichZ 140 (49 %) mélo snizenou expresi a 143
(51 %) zvySenou expresi (Obr. 19). Naopak u vulvarni tkan¢ pozitivni na HPV, byla
nalezena pouze jedna miRNA se statisticky vyznamnou diferencidlni expresi
(miRNA-451a), kterd navic byla spole¢na pro vSechny testované tkané. Tato miRNA
m¢ela snizenou expresi vzhledem k referencni zdravé tkani (Obr. 18). Minimalni rozdily

mezi expresnimi profily jsou také patrné na PCA grafu (Obr. 17), kde vulvarni tkan
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pozitivni na HPV tvoii pfekryv s vulvarni zdravou referenc¢ni tkani. Ve vulvach
negativnich na HPV bylo 155 diferencidlné exprimovanych miRNA, 94 (61 %) z nich
m¢elo snizenou expresi a 61 (39 %) zvysSenou expresi (Obr. 19). Tonsilarni tkan pozitivni
na HPV méla velmi podobné poméry mezi miRNA se snizenou expresi a miRNA
s expresi zvySenou jako tkan tonsil negativni na HPV. V tonsilach pozitivnich na HPV
bylo 61 miRNA s diferencidlni expresi, znichz 24 (39 %) mélo expresi sniZzenou
a 37 (61 %) expresi zvySenou. Tonsily negativni na HPV mély celkem 70 diferencialné
exprimovanych miRNA, 25 (36 %) miRNA se snizenou a 45 (64 %) miRNA se zvySenou
expresi (Obr. 19).

Diferencialni exprese miRNA u analnich karcinomi byla analyzovana oddé€lené od
vzorki vulvy, cervixu a tonsil. MnoZstvi diferencidln€ exprimovanych miRNA v analnich
karcinomech u karcinomu pozitivnich na HPV a karcinoml negativnich na HPV bylo
velmi podobné. Ze 71 miRNA v nadorech negativnich na HPV mélo 39 (55 %) miRNA
snizenou expresi a 32 (45 %) miRNA zvysenou expresi. U analnich nadorti pozitivnich
na HPV bylo celkem 77 diferencialné exprimovanych miRNA, z nichz 37 (48 %) miRNA
m¢elo snizenou expresi a 40 (52 %) miRNA zvySenou expresi.

Znacény prekryv diferencidlné exprimovanych miRNA se objevil mezi vulvarnimi
tumory negativnimi na HPV a cervikdlnimi tumory pozitivnimi na HPV. Piekryv byl
nejvyrazngj$i jak u miRNA se sniZenou expresi, tak u miRNA se zvySenou expresi
(Obr. 18 a obr. 20). Z dat vyplyva, Ze nebyla nalezena zadna miRNA s diferencialni
expresi specifickou pouze pro nadory pozitivni na HPV tzv. HPV-core miRNA (Obr. 18).
Ptekryvem mezi tonsilami a cervixy pozitivnimi na HPV je 11 miRNA specifickych
pouze pro tkan pozitivni na HPV (Obr. 18). HPV-core miRNA pro nadory vSech
studovanych lokalizaci neni mozné urcit kvili nedostatku zjisténych deregulovanych
miRNA ve vulvach pozitivnich na HPV. Pfi hledani prekryvu pro miRNA s diferencialni
expresi pouze v tkani pozitivni na HPV mezi vzorky cervixu, tonsil a anu, jsem
detekovala tfi miRNA. Jedna je miRNA se sniZenou expresi (miR-139-5p) a dvé miRNA
se zvySenou expresi: miR-4508 a miR-663a (Ptiloha 1).
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Obr. 18 Venniv diagram zobrazujici piekryvy diferencialné exprimovanych miRNA. Zahrnuty
jsou miRNA jak se sniZzenou, tak se zvySenou diferencialni expresi miRNA v péti riznych typech
tkani vulvy, cervixu a tonsil. padj <0,1; log; hodnoty zmény exprese FC (fold-change) >1,58.

19
Cervix HPV+ J \ Vulva HPV+ Cervix HPV+ / \ Vulva HPV+

(140) (1) (183) N (0

Tonsily /
HPV+ 5
(24)

Obr. 19 Vennovy diagramy zobrazujici prekryv diferencialné exprimovanych miRNA v péti
typech tkani vulvy, cervixu a tonsil. Levy obrazek zobrazuje piekryv miRNA se sniZzenou
expresi, pravy obrazek zobrazuje prekryv miRNA se zvysSenou expresi miRNA. padj <0,1; log,
hodnoty zmény exprese FC (fold-change) >1,58.
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Obr. 20 Mapa diferencialni exprese miRNA. Osa x — jednotlivé geny miRNA, osa y — typy tkani.
V_pos — HPV+ nadorova tkan vulv, V_neg — HPV- nadorova tkan vulv, T _pos — HPV+ nadorova
tkan tonsil, T _neg — HPV- nadorova tkan tonsil, C_pos — HPV+ nadorova tkai cervixu. Barevné
spektrum od tmavé zelené ptes bilou po tmavé fialovou barvu zobrazuje hodnotu dvojkového
logaritmu zmény exprese v nadorové tkani vzhledem k referencni zdravé tkani (Kap. 5.7). Zelena
znazoriiuje snizenou expresi miRNA a fialova zvySenou expresi miRNA (viz legenda).
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6.6 Ovéreni exprese miRNA v bunécnych liniich

Diferencialni expresi vybranych miRNA jsem ovéfila pomoci RT-qPCR s vyuzitim
TagMan microRNA sond a pfislusnych primert na péti bunécnych liniich (Kap. 5.10),
z nichz dvé jsou odvozené od nadord pozitivnich na HPV (CRL-3240, SiHa), dv¢ linie
jsou nadorové negativni na HPV (CCL-138, FaDu) a jednu bunécnou linii pfedstavuji
imortalizované keratinocyty HaCaT také negativni na HPV. Sondy pro miR-9-5p,
miR-20b, miR-199a-3p a miR-21* byly vybrany na zakladé literatury a vysledka predeslé
studie Vojtéchové a kol. (Lajer et al., 2012; Han et al., 2015; Vojtechova et al., 2016;
Bozinovi¢ et al., 2019). Sonda miR-139-5p byla vybrana na zakladé mych vysledki NGS
a literatury a sonda RNU48 byla pouZita jako referencni sonda s nejstabilné;si expresi,
a také byla vybrédna na zaklad¢ srovnani s literaturou a praci Vojtéchové a kol.

Nejprve jsem pro vSechny vybrané sondy urcila standardni kfivky (Tab.16), pomoci
kterych jsem stanovila optimalni hodnoty prahu detekce a provedla kontrolu efektivity
amplifikacnich reakci. Kvantifikace je zaloZena na piedpokladu, ze pii 100% efektivité
amplifikace se v kazdém cyklu PCR zdvojnasobi mnozstvi produktu. Pokud efektivita
reakce nedosahuje 100 %, lisi se mnozstvi vznikajiciho produktu. Proto jsem pro vSechny
reakce nasledné provedla korekci ucinnosti. Efektivita amplifikace PCR reakci pro
naslednou relativni kvantifikace by se méla pohybovat mezi 90 % - 110 %
(Applied Biosystems, 20006).

Standardni kiivku a prédh detekce jsem stanovila pro sondy RNU48, miR-9-5p
a miR-20b na bunécné linii SiHa a pro sondy miR-199a-3p a miR-21* na buné¢né linii
CRL-3240. Standardni kiivku se mi nepodafilo stanovit na Zddné bunécné linii u sondy
miR-139-5p, jejiz exponencidlni faze amplifikaéni kiivky u nefedéného vzorku cDNA
zacinala ve 30. cyklu PCR reakce a mezi triplikaty se objevovala variace vyssi neZ 50 %.

Vzorky jsem nanaSela v triplikatech. Vysledné amplifikaéni kiivky jsem
analyzovala pomoci programu Rotorgene 6000. Nastavenim piislusné hodnoty prahu
detekce jsem stanovila hodnoty Ct, coz je Cislo cyklu, ve kterém dochazi k ptekroceni
prahu fluorescence (Tab. 17). Pro nésledné zpracovani dat bylo nutné doplnit chybéjici
Ct hodnoty v triplikatu ptislusného vzorku, ty jsem nahradila primérem detekovanych Ct

hodnot daného vzorku ¢i jednou detekovanou hodnotou (Goni et al., 2009).
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Tab. 16 Prehled hodnot prahu detekce a efektivit amplifikacnich reakci stanovenych pomoci
standardnich kiivek pro jednotlivé TagMan MicroRNA sondy.

Hodnota
TagMan sondy | Bunécna linie IELI Efektivita
detekce
RNU48 SiHa 0,00817 0,90
miR-9-5p SiHa 0,01200 0,99
miR-20b SiHa 0,01840 0,99
miR-199a-3p CRL-3240 0,12240 1,16
miR-21* CRL-3240 0,04979 1,05

Tab. 17 Piehled Ct hodnot pouzitych pro analyzu exprese miRNA. Vzorky jsou
analyzovany v triplikatech s pouzitim 3 x fedéné cDNA z pfislusnych bunc¢k. Hodnoty
znaené e nebyly detekovany a jsou doplnény primérem Ct hodnot dvou vzorki ¢i
nahrazeny jednou detekovanou hodnotou (Goni et al., 2009).

vzorky | hsa-miR-9 | hsa-miR-199a | hsa-miR-21* ‘ hsa-miR-20b | RNU48

CRL-3240 21,28 37,89 27,05 22,21 21,72
CRL-3240 21,19 36,89¢ 27,59 22,14 21,74
CRL-3240 21,05 35,88 27,38 22,05 21,80
CCL-138 29,23 37,27¢ 29,58 28,12 21,56
CCL-138 29,07 36,52 29,78 28,39 21,61
CCL-138 28,59 38,02 29,64 28,18 21,72
SiHa 24,02 38,91e 27,87 27,46 19,90
SiHa 24,20 38,31 28,39 27,20 20,54
SiHa 23,90 39,51 28,21 27,38 20,24
FaDu 26,27 37,78e 28,83 27,99 18,92
FaDu 25,81 37,78e 29,06 27,82 18,78
FaDu 25,88 37,78 28,58 27,89 18,86
HaCaT 28,53 38,32 28,49 28,07 20,53
HaCaT 28,69 38,78 28,79 28,12 20,46
HaCaT 28,26 37,64 28,38 28,42 20,30
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V softwaru GenEx jsem provedla korekci efektivity amplifikace, urcila primér
triplikatd Ct hodnot a provedla normalizaci dat pro jednotlivé vzorky porovnanim
S eXpI‘eSi refel‘el’léni RNA RNU48 (Stanoveni ACtvzorku = Ctstudované miRNA — Ctreferenéni miRNA

®NuU4g)) (Tab. 18).

Tab. 18 Prehled hodnot ACt.

vzorky hsa-miR-9 | hsa-miR-199a | hsa-miR-21* | hsa-miR-20b
CRL-3240 0,88 20,84 8,17 1,83
CCL-138 8,73 21,38 10,70 8,00
SiHa 5,14 24,50 10,43 8,50
FaDu 8,34 24,52 12,39 10,24
HaCaT 9,37 23,58 10,65 9,08

Nésledné jsem provedla relativni kvantifikaci exprese sledovanych miRNA
v bunéénych liniich pozitivnich na HPV a negativnich na HPV ve srovnani s bunéénou
linii HaCaT (Tab. 19), ¢imz jsem uréila hodnoty 225 (log,), tedy log> hodnoty zmény
exprese FC (fold change) studovanych miRNA. Vyznamnd hodnota zmény exprese
miRNA byla definovana stejn¢ jako u NGS >1,58. Kladné hodnoty ptedstavuji zvySenou
expresi miRNA a zaporné hodnoty snizenou expresi miRNA v porovnani s referen¢ni

bunécénou linii HaCaT.

Tab. 19 Piehledova tabulka hodnot 222t (log,).

vzorky | hsa-miR-9 | hsa-miR-199a | hsa-miR-21* ‘ hsa-miR-20b
CRL-3240 8,50 2,74 2,48 7,25
CCL-138 0,64 2,20 -0,04 1,08
SiHa 4,23 -0,93 0,22 0,66
FaDu 1,03 -0,94 -1,74 -1,16
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Na obrazku 21 je zobrazena relativni exprese miRNA v jednotlivych bunéénych
liniich v porovnani s bunécnou linii HaCaT (log21= 0). Exprese vSech testovanych
miRNA byla zvySend nad stanovenou hranici FC v hypofaryngealni bunécné linie
CRL-3240. Potvrdila jsem podle piedpokladu zvySenou expresi miR-9-5p v bunécnych
liniich pozitivnich na HPV (hypofaryngealni CRL-3240 FC = 8,50, cervikalni SiHa FC
= 4,23). MiR-199a-3p m¢la zvySenou expresi v bunééné linii CRL-3240 (FC = 2,74)
1 CCL-138 (FC = 2,20), tedy bez ohledu na tkanovou specifitu ¢i pozitivitu na HPV.
Exprese miR-21* byla zvySena v bunécné linii CRL-3240 (FC = 2,48) a naopak snizena
v bunééné linii FaDu (FC = -1,74), ktera je negativni na HPV. ZvySenou expresi

miR-20b jsem pozorovala pouze v bunécné linie CRL-3240 (FC = 7,25).

10

Fold change (FC)

° 1

hsa-miR-9-5p hsa-miR-199a-3p hsa-miR-21* hsa-miR-20b

m CRL-3240 mSiHa mFaDu CCL-138

Obr. 21 Graf hodnot 224 (log,) pro jednotlivé miRNA v bun&nych liniich. Osa x — jednotlivé
miRNA, osa y — fold change (222 (log)). Fialova linie uréuje log, hodnoty zmény exprese FC
(fold-change) >1,58.
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6.7 Ovéreni transfekce mimikujicimi/inhibujicimi miRNA

K transfekci miRNA jsem pouzila bunééné linie CRL-3240 a FaDu. Tyto linie jsem
vybrala, protoze ob¢ pochazi z hypofaryngealniho karcinomu a lisi se pfitomnosti HPV.
CRL-3240 je linie pozitivni na HPV a linie FaDu negativni na HPV. K transfekci bun¢k
CRL-3240 jsem vybrala mimikujici miR-139-5p a inhibitor miR-9-5p, k transfekci
bunécné linie FaDu jsem pouzila mimikujici miR-9-5p (Kap. 5.11). MiR-139-5p jsem
vybrala na zaklad¢ svych vysledkti NGS diferencialni exprese miRNA u nadora hlavy
a krku, 1 pfestoze se mi u ni nepodafila ovétit expresi na bunécnych liniich (Kap. 6.6),
coz mohlo byt pravé zpiisobeno snizenou expresi této miRNA. ZvySenou expresi
miR-9-5p se mi uspésné podafilo potvrdit u bunécnych linii pozitivnich na HPV.

Pted samotnou transfekei jsem provedla nckolik optimalizacnich testil, kterymi
jsem zjistila idedlni mnozstvi nasazenych bunck na 6-jamkovou desti¢ku pro konkrétni
bunécné linie a mnozstvi transfekované miRNA. Na 6-jamkové desti¢ce jsem kultivovala
25 x 10%, 50 x 103, 10 x 10% 20 x 10% 50 x 10* a 1 x 10° bun&k po dobu 4 dnfi a po
kazdych 24 h jsem je kontrolovala pod mikroskopem. Pro transfekci jsem nasledné
pouzila 15 x 10* bunék CRL-3240 a 10 x 10* bunék FaDu.

K optimalizaci transfekce mimikujici miRNA doporucené vyrobcem jsem pouzila
pozitivni kontrolu miR-1 v latkovém mnozstvi 5 pmol, 15 pmol, 30 pmol a 60 pmol
v bunécné linii FaDu a CRL-3240 (Obr. 22). MiR-1 je exprimovana pouze v lidskych
svalovych burikach a je doporu¢ena vyrobcem jako pozitivni kontrola. Ped transfekénimi
pokusy jsem ov¢éftila, Ze v mych buiikdch exprese miR-1 chybi. Pro buné¢nou linii FaDu
jsem jako optimalni latkové mnoZstvi mimikujici miRNA urcila 5 pmol a pro bunécnou

linii CRL-3240 15 pmol mimikujici miRNA.
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Obr. 22 Vysledné logaritmické kiivky qPCR pro 5 pmol, 15 pmol, 30 pmol a 60 pmol miR-1
a netransfekované buniky v triplikatech. Graf nahote — bunécna linie FaDu, graf dole — bunécna
linie CRL-3240, NB — netransfekované buiiky, * — optimalni latkové mnozstvi. Vizualizovano
v software Corbett Rotor-Gene 6000 v.1.7.

Standardni kiivkou o péti bodech jsem urcila pro referenéni RNA RNU48, a také
pro transfekované mimikujici miRNA miR-1, miR-9-5p a miR-139-5p v buné¢né linii,
ve které jsem je transfekovala (Tab. 20) (Kap. 5.12). U amplifika¢ni reakce pro
miR-9-5p se mi ani po opakovani nepodatilo dosdhnout optimalni efektivity, proto jsem

pouzila korekci ucinnosti amplifikace.

Tab. 20 Piehled hodnot prahu detekce a efektivit amplifikaénich reakei stanovenych pomoci
standardnich kiivek pro jednotlivé TagMan MicroRNA sondy.

Bungéns | lodnota
TagMansonda | . . prahu Efektivita

linie

detekce

miR-1 FaDu 0,04328 0,94
miR-1 CRL-3240  |0,02040 1,07
miR-139-5p CRL-3240 0,04758 1,05
miR-9-5p FaDu 0,04041 1,20
RNU48 FaDu 0,03281 1,06

Dale jsem urcila ke kazdému vzorku v triplikatu Ct hodnoty pfifazenim hodnot
prahu detekce k ptisluSné vysledné kiivce (Tab. 21). Chybé&jici Ct hodnoty v triplikatu

pfislusného vzorku jsem nahradila primérem detekovanych Ct hodnot daného vzorku,
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v piipad€, Zze nebyla detekovand zddna hodnota triplikatu, nahradila jsem Ct hodnotu
¢islem 40, tedy maximalnim po¢tem cyklt (Goni ef al., 2009).

Ct hodnoty jsem importovala do programu GenEx a s analyzou pokracovala
stejnym zpusobem jako u ovéieni exprese miRNA v bunécnych liniich (Kap. 6.6). Jako
kalibrator jsem pouzila netransfekované bunky ptislusné bunécéné linie a urcila hodnoty

2708Ct (Jog,) (Tab.22).

Tab. 21 Ptehled Ct hodnot pouzitych pro analyzu miRNA v tranfekovanych liniich CRL-3240
(C) a FaDu (F). Vzorky jsou analyzovdny v triplikatech s pouzitim 9 x fedéné cDNA
z prisluSnych bunék. * znaci biologické duplikaty. C1 — bunky transfekované miR-1 pozitivni
kontrolou, C139 — bunky transfekované miR-139-5p, CK- — buiky transfekované negativni
kontrolou mimikujici miRNA, CNB — netransfekované buiiky, F1 — buiiky transfekované miR-1
pozitivni kontrolou, F9 — bunky transfekované miR-9-5p, FK- — bunky transfekované negativni
kontrolou mimikujici miRNA, FNB - netransfekované buiiky. Hodnoty znacené e nebyly

w

detekovany a jsou doplnény (Goni et al., 2009).

miR-
C1 20,37 | 24,60 | C139 21,75| 26,28 | F1 31,67 | 26,92 | F9 29,90 27,69
C1 20,28 | 24,67 | C139 21,69 26,32 | F1 31,57 | 27,02 | F9 30,02 | 27,55
C1 20,26 | 24,81 C139 21,92 | 26,28 | F1 31,62 27,15 F9 29,96 | 27,28
CK- 40,00+ | 26,89 | CK- 40,00 | 26,89 | FK- 40,00 | 26,89 | FK- 34,78+ | 26,89
CK- 40,00+ | 26,91 | CK- 40,00 | 26,91 | FK- 40,00° | 26,51 | FK- 34,78 | 26,51
CK- 40,00+ | 26,85 | CK- 40,00 | 26,85 | FK- 40,00 | 26,66 | FK- 34,78+ | 26,66
CNB 40,00+ | 26,85 | CNB 40,00+ | 26,85 | FNB 40,00+ 23,90 | FNB 32,04 23,90
CNB 40,00+ | 26,85 | CNB 40,00+ | 26,85 | FNB 40,00+ 23,82 | FNB 31,68 | 23,82
CNB 40,00+ | 26,88 | CNB 40,00+ | 26,88 | FNB 40,00+ 23,91 | FNB 31,70 23,91
C1* 20,90 | 24,24|C139* | 19,36 23,74 | F1* 25,60 | 22,16 | F9* 22,94 22,34
c1* 20,64 | 24,28 C139* | 19,03| 24,11 |F1* 25,51 | 22,33 | F9* 22,88 22,51
c1* 20,97 | 23,98 C139* | 19,31| 23,86 | F1* 25,69 | 22,39 | F9* 22,84 22,66
CK-* 40,00+ | 24,50 | CK-* 33,76+ | 24,50 | FK-* 40,00 | 24,18 | FK-* 31,59 | 24,18
CK-* 40,00+ 24,28 | CK-* 33,76 | 24,28 | FK-* 40,00 | 23,77 | FK-* 31,80 | 23,77
CK-* 40,00+ | 24,58 | CK-* 33,76+ | 24,58 | FK-* 40,00+ | 23,87 | FK-* 32,00 23,87
CNB* |40,00+| 23,83 | CNB* 34,92 | 23,83 | FNB* |40,00°| 22,79 | FNB* 30,81 22,79
CNB* |40,00| 23,72 | CNB* |34,92¢| 23,72 | FNB* | 40,00°| 22,60 | FNB* 30,68 22,60
CNB* |40,00°| 23,49 |CNB* |34,92+| 23,49 | FNB* |40,00°| 22,61 | FNB* |30,75¢| 22,61

Tab. 22 Pfehledova tabulka hodnot 222 (logy). * uréuje biologické duplikaty. C — CRL-3240,
F — FaDu, 1 — transfekovano mimikujici miR-1, 139 — transfekovano mimikujici miR-139-5p,
9 — transfekovano mimikujici miR-9-5p, K- - transfekovano negativni kontrolou mimikujici
miRNA.

FaDU

Vzorky [ miR-1 Vzorky | miR-9-5p
C1 18,42 |C139 18,27 (F1 11,30 | F9 5,89
CK- 0,03| |CK- 0,02 [FK- 2,93| |FK- -0,45
C1* 20,62 [C139* 16,48 |[F1* 13,38 | F9* 8,77
CK-* 0,81| |CK-* 2,01| |FK-* 1,33 | FK-* 0,13
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Vyznamna detekce miRNA (FC) je stanovena hodnotou >1,58. Stejn¢ jako
u ovefeni diferencidlni exprese miRNA v bunécnych liniich (Kap. 6.6) kladné hodnoty
FC >1,58 ptedstavuji zvySené mnozstvi miRNA a zaporné hodnoty FC >1,58 snizené
mnozstvi miRNA.

Transfekci vybranych mimikujicich miRNA na pfislusnych bunéénych liniich
jsem provedla ve dvou nezavislych opakovanich (Kap. 5.11). Na obrazku 23 je zobrazena
detekce transfekované pozitivni kontroly miR-1 u bunééné linie CRL-3240. Hodnota FC
je 18,42 u bun¢k transfekovanych miR-1 a FC 20,62 u biologického duplikatu. Detekce
miR-1, v bunkach transfekovanych negativni kontrolou mimikuji miRNA, nebyla
zvySena, coz odpovida ocekavani.

Na obrazku 24 jsou zobrazeny vysledky detekce miR-139-5p po transfekci
u bunééné linie CRL-3240, FC zde dosahuje hodnoty 18,27 a 16,48 u biologického
duplikatu. U stejné bunécné linie transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA
nebyla pfi prvni transfekci vyznamné zménéna detekce miR-139-5p (FC = 0,02), avSak
biologicky duplikat mél zvySenou detekci miR-139-5p (FC = 2,01). Biologicky duplikat
transfekovany negativni kontrolou mimikujici miRNA mél zvySenou detekci
miR-139-5p, jeho FC vSak byla 8 x niz$i nez u bunék transfekovanych miR-139-5p.
Ptesto by se mél pokus znovu opakovat.

Bunikky CRL-3240 se podafilo transfekovat jak mimikujici miR-1, ktera neni
v buiikdch exprimovand, tak mimikujici miR-139-5p, jejiz exprese se je
v netransfekovanych bunkach sniZzend. Detekce miR-139-5p dosahovala pfi prvni
transfekci 99,5 % hodnoty FC pozitivni kontroly miR-1. V biologickém duplikatu
detekce miR-139-5p dosahovala 80,1 % hodnoty FC pozitivni kontroly. Buné€nou linii

CRL-3240 se podafilo transfekovat a mlze slouzit k dal§imu in vitro testovani.
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Obr. 23 Graf hodnot 224 (log,) miR-1 v buné&éné linii CRL-3240.
* znaceny biologicky duplikat. Fialova linie urcuje log, vyznamnou hodnotu detekce miRNA FC

(fold-change) >1,58. C1 — bunky transfekované miR-1, CK- bunky transfekované negativni
kontrolou mimikujici miRNA.
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Obr. 24 Graf hodnot 224! (log;) miR-139-5p v buné&né linii CRL-3240.
* znaCeny biologicky duplikat. Fialova linie urcuje log, vyznamnou hodnotu detekce miRNA FC

(fold-change) >1,58. C139 — bunky transfekované miR-139-5p, CK- bunky transfekované
negativni kontrolou mimikujici miRNA.
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Detekce miR-1 u bunééné linie FaDu transfekované miR-1 dosahovala hodnot FC
11,3 a 13,38 u biologického duplikatu. I zde vSak byla zvysena detekce miR-1 u prvnich
bunék transfekovanych negativni kontrolou a méla hodnotu FC 2,93 (Obr. 25). Na
obrazku 26 je zobrazena detekce miR-9-5p v buitkach FaDu transfekovanych miR-9-5p.
Hodnota zmény detekce miRNA je 5,89 u prvnich transfekovanych bunék FaDu a 8,77
u biologického duplikatu.

Buiikky FaDu se podafilo transfekovat jak miR-1, kterda neni v bunkéch
exprimovana, tak miR-9-5p. Detekce miR-9-5p dosahovala pfi prvni transtekci 52,2 %
hodnoty FC pozitivni kontroly miR-1. Pfi druhé transfekci detekce miR-9-5p dosahovala
65,7 % hodnoty FC pozitivni kontroly. Bunéfnou linii se podafilo transfekovat
mimikujici miRNA a zvysit tak jeji mnozstvi v buiikach, coz bude slouzit k funkénim
testim miRNA.

, miR-1
14
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=
o

Fold change (FC)
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Obr. 25 Graf hodnot 224¢ (log,) miR-9-5p v bun&né linii FaDu. * znaeny biologicky
duplikat. Fialova linie urcuje log, vyznamnou hodnotu detekce miRNA FC (fold-change) >1,58.

F1 — buiky transfekované miR-1, FK- bunky transfekované negativni kontrolou mimikujici
miRNA.
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Obr. 26 Graf hodnot 222 (log,) miR-9-5p v bun&né linii FaDu. * znageny biologicky duplikat.
Fialova linie urCuje log, vyznamnou hodnotu detekce miRNA FC (fold-change) >1,58.
F9 — buiiky transfekované miR-9-5p, FK- buiiky transfekované negativni kontrolou mimikujici
miRNA.

Obdobn¢ jako mimikujici miRNA jsem optimalizovala transfekci inhibitoru
pomoci inhibujici miRNA let-7¢ na bunééné linit CRL-3240. Tato miRNA je doporucena
vyrobcem jako pozitivni kontrola inhibitoru a je to konzervovand miRNA napfic
zivo¢iSnymi druhy. Na obrazku 27 je vidét, Ze 1 kdyz jsem k optimalizaci pouzité¢ho
mnozstvi inhibitoru pro transfekce pouZila latkovd mnoZstvi pozitivni kontroly
doporucena vyrobcem, k inhibi¢nimu efektu exprese dané miRNA nedoslo. Vysledné
amplifikacni kifivky byly totozné s expresi let-7c v netransfekovanych bunkach, proto
jsem dale s transfekénimi pokusy tohoto inhibitoru nepokracovala. Pro dalsi pokusy je

tieba pouzit jiny inhibitor.
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Obr. 27 Vysledné logaritmické kiivky pribéhu qPCR pro 80 pmol, 100 pmol, 120 pmol, 150
pmol let-7c a netransfekované buitky CRL-3240, nandSeno v triplikatech. Vizualizovano

v software Corbett Rotor-Gene 6000 v.1.7.
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7 Diskuze

MiRNA byla poprvé objevena v roce 1993 u Caenorhabditis elegans a jejich néasledné
studium piineslo zcela novy pohled na regulaci genové exprese (Lee ef al., 1993). Od té
doby byly miRNA identifikovany celkem wu 271 organismi vcetn¢ virQ
(www.mirbase.org, fijen 2018). Ukézalo se, ze hraji zasadni roli béhem ontogeneze
a jejich exprese se mize menit na zakladé vyvojového stadia jedince. Stejné tak je jejich
exprese zavisla na zdravotnim stavu a témeéf u vSech lidskych nadorii byla pozorovéana
zmeéna v expresi miRNA. Z tohoto diivodu se o nich zac¢alo uvazovat jako o potencialnich
diagnostickych ¢i terapeutickych cilech.

Existenci virovych miRNA prokézali Pfeffer a kol. v roce 2004 u y-herpesviru
EBV (virus Epsteina-Barrové) (Pfeffer et al., 2004), nasledné byly objeveny 1 u dalSich
nadorovych DNA virti jako jsou hepadnaviry, polyomaviry a adenoviry. I kdyz se
predpokladalo, Ze miRNA budou nalezeny i u onkogennich papilomavird, jejich vyskyt
nebyl nikdy zcela prokdzan. Piesto se ukdzalo, Ze papilomaviry maji zna¢ny vliv na
bunééné miRNA, jejiz expresi reguluji svymi proteiny. HPV viry zpisobuji epitelidlni
nadory vyskytujici se na rtiznych anatomickych lokalizacich (zur Hausen, 2009). Pii
studiu expresnich profili miRNA v téchto nadorech, se potvrdilo, Ze je dulezité
karcinomy rozdélovat a analyzovat podle jejich etiologie (O'Sullivan et al., 2016).
Expresni profily miRNA nadorti cervixu, nadori hlavy a krku pozitivnich na HPV
a negativnich na HPV patii mezi nejprostudované;si, na rozdil od nadorti anu a vulvy,
1 pfesto vSak u nich neni stanovena ani jednotna diagnosticka ¢i prognosticka miRNA,
ani jejich skupina, kterd by mohla slouZit jako klinicky vyuZitelny panel miRNA.

Ve studii jsem se zaméfila na identifikaci HPV-core miRNA, tedy miRNA, jejichz
diferencidlni exprese je zavisla na pfitomnosti papilomaviru typu 16 v nadorové tkéani
rizné anatomické lokalizace. K detekci téchto miRNA jsem vyuzila vysoce specifickou
metodu sekvenovani nové generace, které predchazela podrobna charakterizace vzorkd.

K analyze byly vybrany FFPE vzorky vulvy, cervixu, anu a tonsil. Tyto vzorky
jsou charakteristické vysokou mirou degradace nukleovych kyselin na rozdil od FF tkang,
ale vzhledem k velikosti miRNA (~22 nt) bylo prokazéano, ze je mozné RNA z FFPE
vzorkl pouzit k analyze expresnich profilt miRNA. Nicméné je diilezité analyzovat vzdy
pouze jeden typ klinického materidlu (Vojtechova et al., 2017). Vyhodou FFPE tkané je

velké mnozstvi archivniho materialu z rtiznych anatomickych lokalizaci, avSak
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u nékterych vzorki nastal problém s izolaci RNA a DNA. Tonsilarni tkan, kterd byla jiz
v predchozich studiich izolovana RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kitem,
dosahovala optimalni koncentrace a Cistoty pro sekvenovani nové generace, na rozdil od
tkadn€ vulvy a cervixu izolovanych v této studii stejnym zptisobem. Tyto vzorky mély pfi
pouziti RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kitu zvySeny pomér absorbanci
A260/280 (>2), ktery byl pravdépodobné zplisobeny velmi nizkou koncentraci izolované
RNA (Kap. 6.1). Pti nasledném pouziti kitu TRIzol™ Reagent méla izolovana RNA
snizeny pomér absorbanci A260/280 (<1,7), ktery je disledkem kontaminace fenolem.
Proto bylo nutné metodu izolace optimalizovat a na zaklad¢ srovnavacich izolaci byl
nakonec pouzit AllPrep® DNA/RNA FFPE kit s modifikovanym protokolem, se kterym
vzorky dosahovaly koncentrace RNA vhodné pro sekvenovani a zaroveil optimalni
Cistoty (A260/280 1,8 — 2).

Genotyp HPV jsem urcila metodou RLB, kterou je mozné identifikovat 37 typa
papilomavirt. Samotné hybridizaci pfedchazi PCR reakce se smési primera GP5+
a GP6+bio amplifikujici variabilni sekvence L1 genu specifické pro rizné typy
papilomavirt. Vysledky prokéazaly vyskyt HPV ve 100 % nadorové tkané cervixu, 84 %
nadorové tkané anu a 41 % nadorové tkané vulvy, z ¢ehoz byl genotyp HPV16 v 83 %
nadorid cervixl a ve vSech nadorech anu a vulvy pozitivnich na HPV. U vzorki jsem
nasledné ovéfila pritomnost genu E6 HPV16 pro potvrzeni pfitomnosti papilomaviru typu
16 v bunice v pfipadé jeho integrace do L1 genu.

Pro charakterizaci vzorkli bylo nezbytné prokazat aktivni transkripci virovych
onkogenli v nddorech pozitivnich na HPV16. Pro tento cel jsem pouzila detekci E6
mRNA. Aktivni transkripci se podafilo prokazat pouze u dvou z osmi vzorki pozitivnich
na HPV16 ur€enych k sekvenovani. Zbylych Sest vzorkll bylo falesn¢ negativnich, coz
muze byt zplsobeno vysokou fragmentaci RNA. U téchto vzorkil jsem vyuzila
k prokazani aktivni infekce dvoji pozitivitou, a to HPV DNA a proteinu p16. U karcinomti
pozitivnich na HPV muizZeme pozorovat zvySenou expresi pl6 na rozdil od nadori
vzniklych bez ptitomnosti HPV, kde rliznymi mechanismy dochézi ke snizeni mnoZzstvi
pl6 (Takeuchi et al., 2010). Virovy protein E7 vaze hypofosforylovany pRb, ktery slouZzi
jako regulator bunécného cyklu. Po vazbé s E7 proteinem uvoliiuje E2F transkripéni
faktor, ktery zpétnovazebnou reakei transkribuje inhibitor cyklin-dependentni kindzy p16
(Hoffmann et al., 2010). Objevuji se vSak nadory negativni na HPV se zvysenou expresi

proteinu p16, napt. nékteré karcinomy plic, proto je vZdy potieba také potvrdit pfitomnost
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DNA papilomaviru (Li et al., 2013). Aktivni infekci jsem potvrdila u vSech vzorki
pozitivnich na HPV, které byly vybrany k sekvenovani nové generace.

Sekvenovani nové generace bylo z logistickych a finan¢nich diivodl provedeno
na dvou pracovistich. V Chorvatsku byly zpracovany vzorky cervixu, tonsil a vulv
s vyuzitim sekvenatoru NextSeq 550 a v Némecku byly sekvendtorem HiSeq 2500
zpracovany vzorky anu a opakované ¢ast vzorkil vulvarni tkané. Nejvétsi mnoZzstvi
diferencidlné exprimovanych miRNA se ukéazalo v nadorech cervixu, které jsou vSechny
pozitivni na vyskyt HPV16, bylo zde identifikovano 283 miRNA. Zajimavé je, ze jsem
pozorovala vyznamny piekryv mezi cervikalnimi tumory pozitivnimi na HPV a vulvérni
nadorovou tkani negativni na HPV.

MiRNA se snizenou expresi, které jsou ve studiich cervikdlniho karcinomu
opakované identifikovany (miR-218-5p, miR-125b-5p, miR-99a-5p, miR-143-3p,
miR-145-5p) (Pereira et al., 2010; Li et al., 2011; Wilting et al., 2013), se ukazaly byt
shodné deregulované také u nadorti vulvy negativnich na HPV. Jak jiz bylo zminéno,
exprese tumor-supresorové miR-218-5p je regulovana virovym proteinem E7 (Martinez
et al., 2008), jeji deregulace vSak byla objevena i u dalSich nadorii jako jsou nadory
ledvin, prostaty ¢i zaludku (Gao et al., 2010; Wang et al., 2016; Guan et al., 2017), coz
svéd¢i o alternativni, HPV-nezavislé deregulaci. V cervikdlnim karcinomu byla jeji
sniZzend exprese spojena se zvysenou expresi enzymu IDOI (indoleamine-2,3-
dioxygenase 1), ktery negativné reguluje imunitni odpovéd’ (Zhu et al., 2018). Cui a kol.
ukazali, Zze miR-125b-5p zvysuje proliferaci bun€k cervikéalniho karcinomu ptes signélni
drahu PI3K/Akt/mTOR (Cui et al., 2012). Stejné tak sniZzena exprese miR-99a-5p byla
spojena se zvysenou proliferaci cervikalnich bunék zprosttedkovanou regulaci signalni
drahy mTOR (Wang et al., 2014). MiR-143-3p a miR-145-5p jsou transkribovany ze
spolecného klastru. Obé tyto miRNA maji tumor-supresivni charakter a byly spojeny
s migraci nadorovych bunék cervixu. MiR-143-3p pfimo inhibuje membranovy protein
GOLMI1 (Golgi membrane protein 1) (Zhou et al., 2018), dale pak miR-145-5p inhibuje
transkrip¢ni faktory Sox2, Nanog a Oct4 (Zhou et al., 2017). Tyto dv€ miRNA jsou Casto
detekovany v nadorech hlavy a krku, kde slouzi jako prognosticky znak
(Lajer et al., 2011; Bufalino et al., 2015; Vojtechova et al., 2016; Bozinovi¢ et al., 2019).
V této studii vSak diferencidlni exprese miR-143-3p a miR-145-5p v tonsilarnich
nadorech prokazana nebyla. Vzhledem k nedostatku studii exprese miRNA ve vulvarnich
nadorech, neni mozné v téchto tkanich dostatecné porovnat diferencidlni expresi miRNA.

Maia a kol. identifikovali zvySenou expresi rodiny miR-17 v nadorovych buikach vulvy
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negativnich na HPV (Maia et al., 2015). Do této rodiny patii miR-17-5p a miR-106b-5p,
které jsem v sekvenacni analyze identifikovala jako miRNA se snizenou expresi
v nadorech cervixu a v nadorech vulvy negativnich na HPV. Jak bylo ukazano, snizena
exprese miR-106b-5p byla spojena sezvySenim exprese vimentinu a snizenim
E-catherinu, coz vyznamné¢ ovliviluje epitelidlné-mezenchymdlni  tranzici
(Piao et al., 2017; Yi et al., 2018). V dalsich studiich vSak tyto dvé miRNA m¢ély
v cervikalnich karcinomech zvySenou expresi (Wei et al., 2012; Cai et al., 2018). Tyto
diferencidlné¢ exprimované miRNA jsou potencidlnimi prognostickymi znaky a dalsi
vyzkum by se mohl zamé¢fit na jejich hlubsi analyzu.

Ve vulvarnich nédorech pozitivnich na HPV byla identifikovana pouze jedna
signifikantni deregulovand miRNA, a to miR-451a. Tato miRNA vS$ak byla deregulovana
také ve vSech nadorech tonsil, v nadorech cervixu a ve vulvarnich karcinomech
negativnich na HPV. Jeji snizend exprese byla popsana v nadorech hlavy a krku, nadorech
ledvin a zaludku (Su et al., 2015; Riquelme et al., 2016). Jedna se o tumor-supresorovou
miRNA, jejiz zvySend exprese v nadorech hlavy a krku predikuje hors$i prognézu
a objevuje se u pacientl s rekurentnim onemocnénim (Hui ez al., 2010).

HPV-core miRNA ze vSech nddorit pozitivnich na HPV nebylo mozné urcit
zdivodu nepfitomnosti diferencialné exprimovanych miRNA ve vulvarnich
karcinomech pozitivnich na HPV. Deregulované miRNA, vyskytujici se shodné pouze
v HPV pozitivnich nadorech cervixu, tonsil a anu, jsem identifikovala tfi, a to
miR-139-5p se snizenou expresi a miR-4508 a miR-663a se zvySenou expresi. Lajer
a kol. studovali ptekryv miRNA mezi nddory cervixu a nddory hlavy a krku. Podafilo se
jim urcit 14 HPV-core miRNA, z nichZ jedna byla pravé mnou detekovana miR-139-5p,
ktera méla v jejich studii také sniZzenou expresi. Jako potencialni cil této miRNA autofi
urcili ubikvitin ligdzu E6AP (E6 associated protein), kterd spolu s HPV proteinem E6
degraduje tumor-supresorovy transkripéni faktor p53 (Lajer et al., 2012).
MiRNA-139-5p byla také oznacena jako deregulovana tumor-supresorovda miRNA
u nadort dlazdicovych bunck jazyka, nebyla vSak zkoumana ve spojitosti s HPV
(Wong et al., 2008). MiR-4508 patii mezi mén¢ prozkoumané miRNA. Jeji diferencialni
exprese byla nalezena v krvi pacientli s chronickou hepatitidou B, kde slouzi jako
prognosticky znak rozvoje cirhdzy ¢i karcinomu jater (Riazalhosseini et al., 2017).
Diferencidlni exprese miR-663a byla objevena v n€kolika riiznych karcinomech jako je
hepatocelularni karcinom ¢i glioblastom, kde ovliviiuje proliferaci bunék a je povazovéana

za tumor-supresivni miRNA (Shi et al., 2014; Zhang et al., 2018). Mezi HPV
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asociovanymi miRNA nebyla identifikovana miR-9-5p, kterda je v né€kolika studiich
publikovana jako miRNA aberantné exprimovana v karcinomech pozitivnich na HPV
(Hui et al., 2010; Gao et al., 2013; Vojtechova et al., 2016; Bozinovi¢ et al., 2019).

Vzhledem k ptekryvu expresniho profilu jedné miRNA mezi mou studii
a publikaci Lajera a kol., jsem k dalS$im pokusim in vitro vybrala miR-139-5p
(Lajer et al., 2012). Mezi mou studii a vyzkumem Vojtéchové a kol., ktefi se také zabyvali
identifikaci HPV-core miRNA, nebyl nalezen zadny piekryv, ktery by umoznil vybrat
miRNA k in vitro testim (Vojtechova et al., 2016).

Pred transfekénimi pokusy jsem na bunécnych liniich pozitivnich a negativnich
na HPV, otestovala expresi miRNA pomoci RT-qPCR. Zjistovala jsem expresi
miR-9-5p, kterd je v né€kolika studiich oznacena jako miRNA specifickd pro nédory
pozitivni na HPV (Hui et al., 2010; Gao et al., 2013; Vojtechova ef al., 2016; Bozinovi¢
et al.,2019). Déle jsem podle studie Lajer a kol. vybrala miR-199a-3p, ktera by méla mit
snizenou expresi v nddorech pozitivnich na HPV, a miR-20b, ktera by naopak méla mit
zvySenou expresi v nadorech pozitivnich na HPV. Obé€ tyto miRNA byly oznaeny jako
HPV-core ve studii Lajer a kol. (Lajer ef al., 2012). Déle jsem pouzila sondu miR-21%*.
Deregulace miR-21* byla oznacena jako prognosticky znak u nadordi cervixu a jeji
exprese by v téchto bunkach méla byt zvysena (Han ef al., 2015). Pokusila jsem se také
otestovat miR-139-5p, ale vzhledem jeji velmi nizké expresi se mi nepodafilo urcit
standardni kiivku.

Ptedpoklad, Ze exprese téchto miRNA bude vyznamné deregulovana vzdy pouze
u bun¢k pozitivnich na HPV, se potvrdil pouze u miR-9-5p, kde byla zvySena exprese
této miRNA jak v cervikalni buné¢éné linii SiHa, tak v hypofaryngealni buné¢né linii
CRL-3240. MiR-20b a miR-21* byly vyznamné exprimovany v bunéc¢né linii CRL-3240,
ale neobjevily se v bunécné linii SiHa. Pro definitivni potvrzeni vysledki je vSak tfeba
tento pokud jesté opakovat.

Transfekci miRNA jsem provedla na primérnich hypofaryngealnich buné¢nych
liniich CRL-3240 (pozitivni na HPV) a na bunééné linii FaDu (negativni na HPV). Bunky
jsem UspéSné transfekovala mimikujici miR-9-5p a miR-139-5p. Po transfekci
miR-139-5p jiZ bylo moZné detekovat tuto miRNA pomoci RT-qPCR, stejné tak tomu
bylo u miR-9-5p. Tyto bunky nasledné¢ budou pouzity k funkénim testim a ovéteni
exprese cilovych gent ptislusnych miRNA.

V nésledujicich analyzach muze byt ovéfen gen CAAP1 (C9orf82, caspase activity

and apoptosis inhibitor), ktery je cilem miR-139-5p s cilovym skore 96 (www.mirdb.org).
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Cilové skore se pohybuje v rozmezi 50 — 100, a pokud je vyssi nez 80, je vysoka
pravdépodobnost spravného urceni cile. Vysoka koncentrace proteinu CAAPI1 inhibuje
apoptozu regulaci kaspazy 10 (Ferguson ef al., 2011). Jeden z potencidlnich cila
miR-9-5p je mRNA MAP3K2 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2)
s cilovym skore 96 (www.mirdb.org). Tento protein je soucasti MAP kindzové signalni

drahy a jeho inhibice snizuje proliferaci a migraci bunék (Cheng ef al., 2000).
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8 Souhrn

V této praci jsem zpracovala FFPE vzorky nadori wvulvy, cervixu a anu.
Optimalizovala jsem izolaci nukleovych kyselin a zkontrolovala jejich kvalitu. Urcila
jsem genotyp papilomavirt v tkdni a nasledn¢ ovéfila pfitomnost aktivni infekce HPV.
Na zékladé téchto dat jsem vybrala soubor vzorki k sekvenovani nové generace. Soubor
byl obohaceny o tonsilarni tkan charakterizovanou v ptedchozich studii. Vysledna data
ze sekvenovani jsem zpracovala v programu Geneious a identifikovala diferencialné
exprimované miRNA, vytvofila piekryvy expresnich profili mezi HPV asociovanymi
nadory a vybrala potencidlni HPV-core miRNA. Tyto miRNA jsem detekovala po
transfekci mimikujici/inhibujici miRNA.v  selektovanych bunéénych liniich,

ptedstavujicich model tkdné rizné lokalizace a s rtiznou etiologii nadoru.
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